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Introduccion

Fl desarrollo de nuevos materiales ha contribuido de manera importante al progreso
social, cultural y economico de la especie humana. Los individuos pertenecientes al género
Homo cuentan, entre sus singulares caracteristicas, con la capacidad para elaborar distintas
herramientas y utensilios. Tal es la significacion de esta habilidad, que se ha utilizado para dar
nombre a distintas épocas de la Historia. Asi, la Edad de Piedra y la Edad de los Metales
(dividida en Edad de Cobre, Edad de Bronce y Edad de Hierro), llevan el nombre del material
o materiales cuyo dominio supuso un hito fundamental en la adaptacién y evolucion de
aquellos hominidos. La madera, la arcilla, la cerdmica, el cristal y mds recientemente el plastico,
entre otros, también han sido materiales clave para el desarrollo de distintas sociedades a lo

largo de la historia (Larson, 2015).

El término plastico alude a un amplio y diverso grupo de materiales que se encuentran
presentes de tantas formas y en tantos objetos que puede resultar dificil 1dentificarlos. Segun el
diccionario de la Real Academia Espanola (RAE) se define “plastico”, adjetivo, como: “capaz
de ser moldeado”; “dicho de un materal: que mediante una compresion, puede cambiar de
forma y conservar esta de modo permanente, a diferencia de los cuerpos elasticos”; “dicho de
clertos materiales sintéticos: que pueden moldearse ficilmente y estin compuestos
principalmente por polimeros, como la celulosa”. En todas sus acepciones hace referencia a su
definicion clasica (del griego mAactikol, plastikos), previa a la existencia de los polimeros a los
que ahora da nombre, que describia cualquier cosa que pudiera ser facilmente moldeable, es

decir, aquella a la que se le pudiera dar forma.

El primer plastico sintético moderno fue la parkesina, ideada y patentada por el
britinico Alexander Parkes a mediados del siglo XIX. Este material se obtuvo al disolver
piroxilina (cuyo principal componente era nitrato de celulosa) en una mezcla de solventes
(Parkes, 1866). En 1866, Parkes fundé la Parkesine Co. con el fin de explotar comercialmente
su invencion. Sin embargo, un material que a la postre se revelaria prometedor, no encontro
mercado en aquel entonces, y la actividad de la empresa ceso al cabo de dos anos (Gilbert,

2017a).

En 1868, John Wesley Hyatt desarrollo el celuloide. Durante el siglo XIX la utilizacion
de marfil para fabricar todo tipo de objetos, desde peines a bolas de billar, se habia extendido
ampliamente. Fue precisamente un fabricante de bolas de billar quien, ante la escasez de marfil,
ofrecié un premio importante (10.000 dolares) a quien descubriese un sustituto al marfil natural

para la fabricacion de sus bolas de billar. ElI compuesto que presenté Hyatt habia sido obtenido



Introduccion

a partir de una mezcla de nitrato de celulosa y alcanfor. El celuloide no fue el producto ganador
de aquel concurso, pero comenzé a utilizarse industrialmente en la fabricacién de diversos
objetos y de peliculas para la industria cinematografica, alcanzando un gran éxito comercial

(Painter y Coleman, 2008).

Kl siguiente hito histérico en el desarrollo de los plasticos sintéticos tuvo lugar en 1909,
cuando Leo H. Baekeland condensé una mezcla de fenol y formaldehido, a la que anadia sales
alcalinas, para obtener un producto al que llamaria baquelita. Se trataba de un polimero
termoestable muy resistente, que se endurecia al ser sometido a elevadas temperaturas bajo las
condiciones adecuadas, y que mantenia su dureza al ser sometido a altas temperaturas (300 °C)
o frente a solventes organicos (Baekeland, 1910). Con la baquelita nacié la industria moderna
del plastico y se fabricaron en masa todo tipo de objetos para el hogar y la oficina, como radios

y teléfonos (Osswald y Menges, 2012).

En 1926 se produciria un giro conceptual importante de la mano del quimico aleman
Hermann Staudinger, quien demostré que los polimeros se organizaban en cadenas lineales de
moléculas formando macromoléculas, contra lo que indicaban las hipétesis esgrimidas en la
época (Osswald y Menges, 2012). En las décadas posteriores, la sintesis de nuevos polimeros
plasticos se apoyaria en esta 1dea. Asi surgio el nylon en los anos 30, la primera fibra artificial,
desarrollada por Wallace Carothers y su grupo de investigacion en el seno de la empresa
DuPont (Osswald y Menges, 2012). También a comienzos de esa década, los quimicos Eric
Fawcett y Reginald Gibson descubrieron el polietileno en la compaiia Imperial Chemical
Industries, al comprobar que el etileno polimerizaba en condiciones de calor y alta presion
(Gilbert, 2017a). Otras modificaciones quimicas del polietileno condujeron a la produccion
industrial del cloruro de polivinilo (PVC), cuya polimerizaciéon habia sido problematica hasta
entonces, y al descubrimiento del poli(tetrafluoroetileno) (PTFE), mas conocido por el nombre

comercial de teflon (Gilbert, 2017a).

Ya en los anos 50, Karl Ziegler se percatdé de que determinados compuestos
organometalicos anadidos al etileno facilitaban su polimerizacion a bajas presiones,
funcionando como catalizadores. El polietileno sintetizado mediante este método poseia
cadenas largas y menos ramificadas, lo que mejoraba su resistencia y su dureza. Giulio Natta
mediante experimentos similares obtuvo el polipropileno. En 1963 Ziegler y Natta
compartirian el Premio Nobel de Quimica por sus trabajos sobre los catalizadores

denominados desde entonces Ziegler-Natta (Gilbert, 2017a).
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Hoy dia, los plasticos son un material de uso comun, presente en la mayoria de los
objetos que nos rodean. Con ellos se fabrican todo tipo de utensilios, desde los mas simples y
desechables hasta superficies antiadherentes, prendas de vestir o componentes de los tltimos
dispositivos electronicos con los que nos comunicamos. La polivalencia y el bajo coste del
plastico han facilitado que su presencia sea ubicua, que se utilice para desarrollar nuevas
tecnologias y aplicaciones (impensables antes de la existencia de este material) que han
facilitado en gran medida la vida de los seres humanos. En definitiva, estos compuestos se han

convertido en una parte imprescindible de nuestras actividades cotidianas.

Sin embargo, la utilizacion de los plasticos convencionales presenta inconvenientes
importantes. Por un lado, el origen de la mayoria de ellos es petroquimico y, teniendo en
cuenta que las reservas de petréleo son finitas, su produccién no podra perdurar eternamente.
La dependencia de este material por parte de la sociedad actual msta a la busqueda de

alternativas antes de que su obtencion se vea comprometida.

Por otro lado, se trata de compuestos muy recalcitrantes cuyo enorme consumo genera
desechos que contaminan gran parte de la Biosfera. Tal es la dimension del problema que
pueden aparecer acamulos de plastico en los lugares mas reconditos del planeta. Asi, se ha
estimado que existen unas 250.000 toneladas de plastico en los océanos, y se han observado
concentraciones particularmente importantes en los giros oceanicos subtropicales (Eriksen et
al, 2014). La comunidad cientifica registra cada vez con mayor frecuencia la distribucion
generalizada de microplasticos en la cadena trofica. Sus efectos sobre la diversidad biologica y
su influencia en la salud humana todavia no se conocen con precision (Avio et al., 2015; Setila

et al, 2014; Wierckx et al.,, 2015).

Por todo ello, es importante desarrollar una alternativa sostenible a unos plasticos que
siendo mmprescindibles en la vida del ser humano, también pueden ser daninos. Los
biomateriales, y concretamente los biopldsticos, se presentan como una alternativa real y
necesaria, ya que solventarian parte de los problemas asociados a los plasticos de origen

petroquimico.

1. Biomateriales plasticos

Se denominan bioplasticos a aquellos polimeros plasticos que proceden de fuentes

renovables de origen bioldgico y que poseen caracteristicas similares a los plasticos de origen
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petroquimico, esto es, a los derivados del petroleo. A menudo se asocia erréneamente el
concepto de bioplastico con la cualidad biodegradable, cuando no siempre se puede establecer
dicha relacion. Este tipo de polimeros pueden ser biodegradables como el polilactato (PLA),
los polihidroxialcanoatos (PHA), el almidon o la celulosa; o no biodegradables, caso del
polietileno (PE), del poli(tereftalato de etileno) (PET) o el poli(succinato de butileno) (PBS).

Sin embargo, no todos los polimeros biodegradables son bioplasticos (Babu et al., 2013).

Actualmente, la produccion anual de plastico en todo el mundo alcanza los 300
millones de toneladas. Se trata de un mercado dominado por los plasticos de origen
petroquimico, en el que los bioplasticos representan menos del 1%. Este porcentaje supuso 1,7
millones de toneladas en 2014, segun datos de European Bioplastics (www.european-
bioplastics.org) v Nova Institute’ (Aeschelmann y Carus, 2015). Se prevé que en 2019 la
produccion de este tipo de biopolimeros alcance los 7,8 millones de toneladas. De ahi el
mterés en este tipo de biopolimeros, ya que se trata de un mercado con proyeccién, en el que

se observa un crecimiento continuo ano tras ano.

Otros (origen ‘|'|% """"""""""""""""""" \ ]22% PLA @
biolégico, no 3 )
biodegradable) : 10.0% Mezclas dealmidon.
biodegradable

Bio-PA 55% = JSERUN A os Poliésteres

113.0% biodegradables ®
PTT 71% |

Total: 2.0% PHA

() Bio-PE 11.8% 1,7 Millones

de toneladas "/ 1.6% Celulosa hidratada

compostable

/ 0.3% Otros

biodegradables

® Bio-PET30 35.4%

Figura 1. Capacidad global de produccién de bioplasticos en 2014. En tonos de color verde se representan
aquellos bioplasticos que no son biodegradables, mientras que en tonos de color naranja se reflejan aquellos que
son biodegradables. PET, poli(tereftalato de etileno); PE, polietileno; PTT, poli(tereftalato de trimetileno); PA,
poliamida; PHA, polihidroxialcanoatos. Se indica el porcentaje que corresponde a cada tipo de bioplastico.

Fuente: Adaptado de Furopean Bioplastics y Nova Institute (2015) (www.bio-based.cu/markets).

European Bioplastics es la asociacion que representa los intereses de la industria europea de los

bioplasticos y esta constituida por las principales empresas e instituciones del sector.
Nova Institute es una empresa alemana de consultoria e mvestigacién de mercados en el ambito de la

bioeconomia y la biotecnologia industrial.

10


http://www.bio-based.eu/markets

Introduccion

La presente tesis doctoral versa sobre uno de estos biomateriales plasticos, los
polihidroxialcanoatos, pero en este primer apartado se describirdan otros polimeros de origen,

total o parcialmente, bioldgico.
1.1. Polilactato (PLA)

El polilactato (PLA) es un poliéster alifatico, formado por unidades repetidas de acido
lactico (LA). Este monomero es un acido hidroxicarboxilico que se obtiene por fermentacion
bacteriana del almidon u otros aztcares procedentes de cultivos vegetales tales como el maiz, la

cana de azicar y la patata (Babu ef al,, 2013; Shen et al., 2010).

A cH, o CH, = o )
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Figura 2. A, estructura quimica del polilactato (PLA). B, algunos objetos que a dia de hoy se fabrican con este
material (productos de la empresa Biopak fabricados con el PLA de Natureworks; imagen tomada de:

www.ecobuy.org.au/products/biopak).

La produccion de PLA se lleva a cabo bien por condensacion directa (poli-
condensacion) del acido lactico o por polimerizacion de los dimeros ciclicos del dcido lactico
(Iactidas). Dependiendo de la proporcion y de la naturaleza estereoquimica de los monémeros
(D o L) se pueden obtener varios tipos de PLA, con propiedades mecanicas diferentes.
Variando la proporcion de los 1someros, los PLA pueden ser cristalinos, cuanto mayor sea el

contenido de la forma L, o amorfos, si es mayor la cantidad de D-LA (Sodergard y Stolt, 2002).

El polimero que se obtiene de la I-lactida (PLLA) es duro y transparente, con una
capacidad de elongacion previa a la rotura (porcentaje que expresa cuanto puede ser estirado
un plastico antes de romperse) de entre el 85% y el 105%, y una fuerza tensil (tensién necesaria
para romper un polimero) de 45-70 MPa. Tiene un punto de fusion de 170-180 °C y una
temperatura de transicion vitrea (temperatura por debajo de la cual el polimero cristaliza) de 53
°C (Mochizuki y Hirami, 1997). El PLA que se comercializa habitualmete estdi compuesto
mayoritariamente por PLLA y contiene hasta un 8% de D-LA. El grado de cristalinidad de este

polimero es del 16% y tiene una temperatura de fusion de 155 °C. La temperatura de fusion
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del PLA se puede incrementar 40-50 °C y su temperatura de flexion bajo carga (HDT) se
puede aumentar de 60 a 190 °C mezclando este polimero con PDLA. Incluso la adiciéon de tan
solo un 3-109 de PDLA mejora notablemente las propiedades mecanicas, al funcionar como

agente de nucleacion e incrementar la cristalizacion (Niaounakis, 2015).

Ademas de ser biodegradable, el PLA presenta unas propiedades fisicas similares a los
plasticos tradicionales. Gracias a ello, la manufactura de productos utilizando este material se
puede llevar a cabo en el equipamiento industrial que se utiliza actualmente con los plasticos
petroquimicos. Este hecho es mmportante ya que la inversion en nueva maquinaria de
procesado no constituiria una barrera de acceso al mercado. Los PLA tienen muchas
aplicaciones y han sido utilizados principalmente para el embalaje de alimentos, pero también
en la fabricacion de dispositivos médicos y electronicos, en la industria del automévil, textil etc.
En los dltimos anos se ha extendido su uso como materia prima en la impresion 3D de objetos
(Kim et al., 2015; Serra et al., 2013). Existen varias empresas que se dedican a la produccion de
este bioplastico en todo el mundo, entre las que se encuentran Natureworks LLC (EE. UU.) y

Dow Chemical Company (EE. UU.) (Babu et al, 2013; Madhavan Nampoothir et al., 2010).
1.2. Poli(succinato de butileno) (PBS)

El poli(succinato de butileno) (PBS) es un poliéster obtenido a partir de acido succinico
y de 1,4-butanodiol. La sintesis de ambos monomeros se puede llevar a cabo a partir de

compuestos petroquimicos o por rutas bacterianas de fermentacion (Xu y Guo, 2010).

O
(\”/\)LO/V\/O\)n
o

Figura 3. Estructura quimica del PBS.

Este polimero termoplastico se caracteriza por una coloraciéon blanquecina y una
estructura semicristalina. Su temperatura de transicion vitrea es notablemente baja (situindose
en torno a -32 °C), y posee una temperatura de fusion de 114 °C. Con respecto a sus
propiedades mecanicas, su fuerza tensil es de 34 MPa y su capacidad de elongacion previa a la

rotura alcanza el 5609% (Fujimaki, 1998; Xu y Guo, 2010).
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Entre sus aplicaciones se encuentran los films y espumas para embalaje, la elaboracion
de articulos desechables, fibras, materiales médicos, sistemas de encapsulacion de fiarmacos,

etc. (Xuy Guo, 2010).

Actualmente, su produccién se basa principalmente en los recursos fosiles, aunque son
varias las empresas (BASF, Myriant, Reverdia etc.) que estan realizando grandes esfuerzos para
conseguir la produccion de este compuesto por fermentaciéon. El objetivo es alcanzar un nivel
de produccién que permita atender los grandes mercados con un material integramente de

origen biologico.
1.3. Polietileno (PE)

El polietileno (PE) es el material plistico convencional mas relevante si consideramos el
volumen de su produccién anual y, tradicionalmente, se produce a partir de hidrocarburos
fosiles. La produccion de PE se lleva a cabo mediante polimerizacion de etileno bajo presion, a
elevada temperatura (80-300 °C) y en presencia de un catalizador. El polietileno de origen
bioldgico se obtiene mediante la deshidratacion del bioetanol producido en la fermentacion
microbiana de residuos lignoceluldsicos, melazas y otra biomasa de origen vegetal (Bedia et al.,
2011). Al final del proceso de fermentacion, el agua se elimina para producir una mezcla
azeotropica de etanol hidratado. Este etanol se deshidrata generando polietileno (Chen et al,
2007).

P
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Figura 4. Estructura quimica del polietileno (PE).

El polietileno se utiliza ampliamente en ingenieria, agricultura, como material de
empaquetamiento y, debido a su bajo precio, para la fabricaciéon de muchos articulos de uso

diario (Shah et al., 2008).

Si bien la produccion bioldgica de este polimero se conoce desde los anos 60 del siglo
pasado, no resultaba rentable desde el punto de vista econémico. Actualmente, empresas como
Braskem (Brasil), Dow Chemical (EE. UU.) o Solvay (Bélgica) ya producen biopolietileno a
nivel industrial (Babu er al, 2013).
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1.4. Poli(tereftalato de etileno) (PET) y poli(tereftalato de trimetileno) (PTT)

El poli(tereftalato de etileno) (PET) es un poliéster termoplastico producido mediante
policondensacion de etilenglicol (EG) y de acido tereftilico (TPA), descubierto y patentado por
Whinfield y Dickson en 1941 (Whinfield, 1946). Es uno de los plasticos mas empleados en la
elaboracion de fibras (textiles) y de envases (botellas y contenedores para alimentos), asi como

en la construccién de dispositivos electréonicos.
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Figura 5. Estructura quimica del PET (A) y del PTT (B).

El EG se puede obtener a partir del bio-etileno producido por fermentacion. Para ello,
el etileno se somete a una catilisis oxidativa que conduce a la obtencién de 6xido de etileno.
Finalmente, la hidrolisis del oxido de etileno origina el EG. La produccion y comercializacion
de bio-EG es rentable, como ya demostré India Glycols, quien lo produce desde 1989. Por su
parte, la produccion bioldgica de TPA es mas compleja, aunque se estan haciendo progresos
notables para llevar su produccion a escala industrial. La empresa Toray Industries Inc. utiliza
el bio-p-xileno proporcionado por Gevo Inc. para obtener bio-TPA y producir finalmente bio-
PET a escala planta piloto (Tachibana et al, 2015). Otras empresas, tales como SABIC
Innovative plastics, BP o Virent, también se encuentran desarrollando sus propias estrategias
para producir TPA a partir de residuos vegetales (Colhas et al, 2014). El objetivo de todas ellas

es la puesta en el mercado de un PET 1009 biologico.

A dia de hoy el bio-PET se obtiene mediante un proceso mixto que consiste en la
obtencion de EG mediante un proceso bioldgico v el TPA desde derivados del petréleo. La
produccion se ha incrementado notablemente, en parte por el éxito de la botella hecha con bio-

PET e introducida por Coca-Cola en 2009.

El poli(tereftalato de trimetileno) (PTT) es un poliéster muy resistente, quimicamente
estable, facilmente procesable, suave y flexible (Guo et al, 2012). Se produce mediante

polimerizacion por condensacion o transesterificacion. Las dos unidades monoméricas que se
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utilizan en la producciéon de este polimero son el 1,3-propanediol y el dcido tereftilico. El 1,3-
propanediol se puede producir por fermentacién de los glucidos presentes en distintos cultivos
vegetales o en sus residuos, tratindose en este caso de bio-PTT, al igual que en el caso del PET

(Saxena et al., 2009).

El PTT ha sido comercializado por la empresa DuPont, con el nombre de Sorona®.
Este polimero lineal cristalizable tiene una temperatura de fusion de 228 °C y una temperatura
de transicion vitrea en torno a los 50 °C (Kurian, 2005). Sus principales aplicaciones
comerciales corresponden a la industria textil, empleandose sobre todo para la elaboracién de

las fibras con las que se fabrican alfombras y tapiceria (Saxena et al,, 2009).
1.5. Almidén

El almidon es un biopolimero natural presente en muchas plantas (cereales, legumbres,
tubérculos etc.) como producto final de la fotosintesis. Se acumula en forma de granulos
discretos, como reservorio de energia, y esta formado por dos polisacaridos: la amilosa (lineal),
y la amilopectina (muy ramificada) (van Soest y Vliegenthart, 1997). Kl almidén natural tiene
una estructura semicristalina, por lo que no es adecuado para su procesado termoplastico. Para
conseguir un material plistico es necesario destruir la organizacién supramolecular del almidon
natural, utilizando algun plastificante (principalmente agua y glicerol, pero también glucosa,
sorbitol, polietilenglicol, sacarosa etc.) y aplicando presion y calor. Se obtiene asi un almidén
termoplastico (TPS, por sus siglas en inglés), cuyas propiedades térmicas y mecanicas varian
notablemente en funcion de la cantidad de plastificante empleado (Halley, 2005; Liu et al,

2009; van Soest y Vliegenthart, 1997; Storz y Vorlop, 2013).
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Figura 6. Estructura quimica de los polimeros que componen el almidén. A, amilosa; B, amilopectina. Adaptado

de Mekonnen et al., 2013.
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Si bien el TPS es barato y biodegradable, y su produccion es factible en grandes
cantidades, también cuenta con algin inconveniente importante. Se trata de un polimero muy
sensible al contacto con el agua o a los ambientes himedos, lo que limita enormemente sus
posibles usos. Con el fin de mejorar esa propiedad, se han elaborado soluciones que 1implican
la adici6n de plastificantes (sorbitol, xilol) o de rellenos (lignina) mds hidrofobicos, y las mezclas
del TPS con otros plasticos para dar lugar a materiales biodegradables, suficientemente

robustos, flexibles e impermeables (Halley, 2005; Storz y Vorlop, 2013).

Este tipo de material se ha utilizado en la fabricacion de films, bolsas, materiales de
embalaje etc. Entre las empresas productoras mas importantes se encuentran Novamont
(Italia), Japan Corn Starch (Japon) Rodenberg (Holanda) y Biotec (Alemania) (Babu et al,
2013).

1.6. Celulosa

La celulosa es el polimero que constituye mayoritariamente los tejidos de sostén de las
plantas. Fsti formada por monémeros de glucosa unidos por enlaces glucosidicos B-1,4 que
dan lugar a un polisacarido lineal no ramificado con morfologia cristalina. La celulosa que se
utiliza comercialmente procede fundamentalmente del algodén y de la pulpa de la madera. Se
caracteriza por poseer una gran resistencia tensil (oscila de 62 a 500 MPa) y una capacidad de
elongacion previa a la rotura del 49% (Babu er al, 2013). La modificacion estructural,
plastificacion y/o mezcla con otros polimeros permite salvar los problemas que presenta la
celulosa natural a la hora de ser procesada, como su alta viscosidad y su elevada temperatura de
transcion vitrea (Mekonnen et al,, 2013). Dependiendo de la mezcla y de su composicion, las

propiedades térmicas y mecanicas varian notablemente (Babu et al., 2013).
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Figura 7. Estructura quimica de la celulosa.

El material mas importante derivado de la celulosa termoplastica es el acetato de
celulosa. Su preparacion se lleva a cabo por acetilacion de los grupos hidroxilo de la pulpa de

celulosa con anhidrido acético. Las propiedades térmicas, mecanicas y el grado de
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biodegradacion del acetato de celulosa dependen de su grado de acetilacion, de la longitud de

las moléculas de celulosa y del tipo y cantidad de plastificante que se ailada en su procesado

(Gilbert, 2017D).

Este biopolimero y sus derivados se utilizan para la obtencion de films y fibras textiles, y
en la obtencion de productos usados para empaquetamiento, cuidado personal, productos
farmacéuticos etc. Entre los principales fabricantes de productos celuldsicos se encuentran
FKuR (Alemania) y Eastman Chemical (EE. UU.), siendo este ulimo el mayor productor a

nivel mundial (Babu er al., 2013).

2. Los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros biodegradables con propiedades
similares a las de los plasticos de origen petroquimico (termoplasticos como el polipropileno,
polietileno, cloruro de polivinilo etc.) y producidos por distintas especies bacterianas. Se trata
de poliésteres que generalmente estin compuestos por acidos 3-, 4-, 5- y 6- hidroxicarboxilicos
(Park et al, 2012; Zinn et al., 2001). Fueron descubiertos en 1923 por Maurice Lemoigne en el
Instituto Pasteur de Lille, cuando trabajaba sobre la causa de la acidificacién de los cultivos de

Bacillus megaterium en una atmosfera libre de oxigeno (Lemoigne, 1923).

DaY R

Figura 8. Microfotografia electronica de transmision (TEM) de Pseudomonas putida, cultivada en un medio de

composicion definida (MM) que contenia octanoico (20 mM) como tnica fuente de carbono. En el centro de las

células se aprecian los granulos de polimero.

Muchos microorganismos (algunas arqueas y bacterias, tanto gram positivas como gram
negativas) acumulan PHAs intracelularmente como depoésito de carbono, energia y poder
reductor, cuando existe un desequilibrio nutricional (falta de N, P, S, o exceso de precursores

poliméricos). Otros microorganismos, como por ejemplo Pseudomonas putida, acumulan
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PHAs incluso cuando no hay limitacion de nutrientes, y desde el comienzo de la fase de
crecimiento exponencial (Carnicero et al, 1997). Estos acimulos de polimero se presentan
como granulos liquidos, amorfos y moviles que, cuando se producen en grandes cantidades,
llegan a modificar el tamano y la morfologia de estas bacterias (Luengo er al, 2003; Olivera et
al, 2010). Aunque tradicionalmente se ha identificado este material como un reservorio
energético, parece que estd implicado en muchas otras funciones, tales como tolerancia al
estrés, formacion de biofilms y en el mantenimiento del estado redox. El hecho de que este
tipo de acimulos se encuentren presentes y se hayan conservado en especies filogenéticamente
muy alejadas, pone de relieve su importancia para el mantenimiento y la supervivencia celular
(Aldor y Keasling, 2003; Ayub ef al., 2009; de Eugenio et al,, 2010a; Kaha er al, 2007; Pham et
al., 2004).

Los bioplasticos, entre los que se encuentran los PHAs, se postulan como una
alternativa necesaria y sostenible a los plasticos convencionales de origen petroquimico.
Conforme determinados problemas medioambientales, tales como el calentamiento global y la
disminucién de las reservas fosiles, adquieren importancia, es necesario trabajar en la busqueda
de soluciones y en el desarrollo de nuevos materiales que salvaguarden las necesidades de la
sociedad en el futuro. En este sentido, los PHAs no son solo una alternativa al material plastico
como el polipropileno, sino que, al no ser toxicos y ser biodegradables y biocompatibles,
pueden utilizarse para la elaboracion de productos de alto valor anadido tales como dispositivos
médicos, portadores de farmacos, soportes de mgenieria tisular, o como firmacos en si mismos

(Gross y Kalra, 2002; Koller et al., 2010; Urtuvia et al., 2014,).

3. Estructura quimica de los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos son poliésteres con actividad optica, compuestos en su mayor
parte por monomeros de dcidos 3-hidroxicarboxilicos, aunque también pueden estar
compuestos por acidos 4-, 5- o 6-hidroxicarboxilicos, s1 bien estos constituyentes son los menos
frecuentes (Steinbiichel y Valentin, 1995). Todos los monémeros que constituyen los PHAs
son enantibmeros R, cuyo centro quiral se encuentra en el carbono unido al grupo hidroxilo,
salvo aquellos casos especiales en los que no hay quiralidad (Madison y Huisman, 1999). De
este modo, lo mas frecuente es que el centro quiral se sittie en el carbono 3, aunque también se
han descrito casos en los que recae sobre el carbono 4, 5 o 6 (Do1 et al, 1987; Valentin et al.,

1994, 1996). En estos polimeros el grupo carboxilo de un monémero forma un enlace éster
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con el grupo hidroxilo del monoémero adyacente. Cada monémero consta de una cadena lateral
que se encuentra unida al carbono 3 o P. La naturaleza de este radical es muy variable,
pudiendo estar integrada por grupos alquilo, sulfhidrilo, aromaticos, halogenados, epoxidados
etc., y la presencia de cada uno de esos grupos confiere al polimero distintas propiedades
(Garcia et al, 1999; Lageveen et al., 1988a; Meng et al., 2014; Olivera et al, 2010; Song y
Yoon, 1996).

|R1 |c|) |R2
O (CH), O
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n

Figura 9. Estructura quimica de los PHAs. La cadena lateral, R, tiene una longitud que puede variar de C1 a C11.
Generalmente, m=1 (8-OH-alcanoatos), pero también puede ser m=2 (4-OH-alcanoato), m=3 (>-OH-alcanoatos),

m=4 (6-OH-alcanoatos). El peso molecular vendra determinado por el nimero de unidades monoméricas (n).

Se han 1dentificado mas de 150 tipos de dcidos hidroxicarboxilicos que pueden ser
utilizados como monémeros para constituir PHAs. Asi, las combinaciones de monémeros vy,

por tanto, el nimero de polimeros distintos que pueden obtenerse con distintas propiedades

son inmensos (Chen y Wu, 2005a; Gao et al,, 2011; Steinbiichel y Valentin, 1995).

Se pueden establecer varias clasificaciones de estos polimeros atendiendo a diferentes

criterios, tal y como se recoge en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los PHAs, obedeciendo a diferentes criterios (Olivera et al., 2010).

Frecuencia de

- Comunes: PHAs que se encuentran habitualmente como material de reserva
en muchos microorganismos diferentes. Son polimeros compuestos por
mondmeros que se obtienen de diferentes fuentes de carbono a través de rutas
metabdlicas generales.

aparicion - No comunes: Poliésteres que raramente se encuentran en la naturaleza y que
estan compuestos por mondmeros naturales con una estructura quimica inusual.
A su vez pueden ser naturales 0 no naturales (sintetizados por sintesis quimica).
- scl-PHA: Constituidos por monémeros cuya longitud estd comprendida entre
Estructura 3y 5 atomos de carbono.

guimica y tamafio
de los monémeros

- mcl-PHA: Sus mondmeros estan formados por cadenas carbonadas de entre 6
y 14 atomos de carbono.
- Icl-PHA: Contienen mondmeros que tienen mas de 14 atomos de carbono.

Origen
biosintético

- Naturales: Producidos por microorganismos a partir de metabolitos generales.
- Semisintéticos: Contienen mondmeros que no pueden ser sintetizados por el
microorganismo productor y que deben ser suplementados en el medio de
cultivo (aromaticos o con otros grupos funcionales).

- Sintéticos: Poliésteres que se obtienen completamente por una sintesis
guimica, o por modificacién quimica de PHAs naturales o semisintéticos.

Tipos de - Homopolimeros: Los polimeros estan compuestos por un unico tipo de
mondmeros en | MONOMEros. ) . ) _
PHA - Heteropolimeros: Estan constituidos por mondmeros diferentes.
Tipo de - scl-PHA: El microorganismo productor Unicamente produce este tipo de
mondmero polimero.

acumulado por el
microorganismo
productor

- mcl-PHA: El microorganismo productor unicamente produce mcl-PHAs.
- scl-mcl-PHA: El microorganismo productor es capaz de sintetizar PHAS
hibridos de ambos tipos.

Sintetizados por
microorganismos

-PHAs pertenecientes a la Clase I: Sintetizados generalmente por
pseudomonadidos pertenecientes al grupo de RNA ribosomal I. Llevan dobles o
triples enlaces (PHAs insaturados) y/o contienen distintos grupos
funcionales(metil, metoxi, etoxi, hidroxil, epoxi, acetoxi, carbonil, ciano, fenil,
nitrofenil, fenoxi, tiofenoxi, cianofenoxi o mondmeros aliciclicos) en las
cadenas laterales que modifican las propiedades de los polimeros.

- PHAs pertenecientes a la clase I1: Polimeros con esqueletos alargados cuyos
mondmeros son distintos de los (R)-3-hidroxialcanoatos [p.ej. copolimeros que
contienen unidades repetidas de acido (R)-3-hidroxibutirico y &cido (R)-4-
hidroxibutirico, P(3HB-4HB)].

- PHAs pertenecientes a la clase I111: Bioplasticos en los que sus monémeros
estan unidos por enlaces tioéster.

Sintetizados por
modificacion
guimica o fisica de
los PHAS
naturales

- PHAs funcionalizados: PHAs a los que se les ha introducido algin grupo
funcional (halégeno, epoxi, hidroxilo, carboxilo, o glucosilo).

- PHAs entrecruzados: Bioplasticos que se obtienen por entrecruzamiento del
polimero lineal, formando estructuras en red tridimensionales, utilizando
métodos quimicos o fisicos.

- Copolimeros injertados de PHAs: PHAs a los que se les han insertado
fragmentos moleculares de otros polimeros dentro de sus cadenas laterales
(quitosano, celulosa etc.).

- Copolimeros en bloque de PHA: Polimeros sintetizados quimicamente en los
que se han insertado fragmentos moleculares pertenecientes a otros polimeros
en la estructura de un PHA particular.

- Mezclas de PHAs con otros polimeros: Se trata de mezclas fisicas (por
fundicién o solucion) de homopolimeros o copolimeros con diferentes
estructuras y propiedades. Generalmente se trata de un polimero natural (PHB o
un derivado, y uno 0 mas polimeros sintéticos).
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Actualmente, la clasificacion mas utilizada para este tipo de poliéster es aquella que
atiende al namero de carbonos por el que estan constituidos los monomeros y, segun la cual,

existen tres grupos principales (Madison y Huisman, 1999):

1. PHAs de cadena corta (short chain length-PHA, scl-PHA): Son aquellos que estan

compuestos por monomeros que tienen entre 3 y 5 dtomos de carbono.

2. PHAs de cadena media (medium chamn length-PHA, mcl-PHAs): Son aquellos que

estan compuestos por monémeros que tienen entre 6 y 14 atomos de carbono.

3. PHAs de cadena larga (long chamn length-PHA, Icl-PHAs): Formados por

monomeros que tienen mas de 14 atomos de carbono.

Los scl-PHAs se caracterizan por poseer un alto grado de cristalinidad, una temperatura
de transicion vitrea alta (entre -13 y 4 °C), altas temperaturas de fusion (180 °C) y alto peso
molecular (200.000-3.000.000 Da). Por el contrario, en los mcl-PHAs se ha descrito un bajo
grado de cristalinidad, bajas temperaturas de transicion vitrea (entre -25 y -40 °C), temperaturas
de fusion bajas (entre 45 y 60 °C) y masas moleculares inferiores a las de los scl-PHAs (entre

160.000 y 360.000 Da) (Gross et al., 1989; Khanna y Srivastava, 2005; Sudesh et al., 2000).

La longitud que alcanza la cadena lateral también repercute en las propiedades
mecanicas. Asi, el scl-PHA mas caracteristico, el PHB, posee una baja capacidad de elongacion
previa a la rotura (69), y una fuerza tensil que se sitia en 30-40 MPa (al 1gual que la de sus
copolimeros con 3HV). Cabe senalar como excepcion el homopolimero de 4HB, poli-(4HB),
el tnico scl-PHA natural cuyos mondémeros no son quirales, que alcanza una altisima
elongacién previa a la rotura (1.0009%). Por su parte, los mcl-PHAs presentan una capacidad de
elongacion previa a la rotura alta (hasta del 1009%), y una fuerza tensil notablemente inferior a la
de los scl-PHAs, de unos 10 MPa (Khanna y Srivastava, 2005; Willlams y Martin, 2005; Koller
et al, 2013).

Dadas sus caracteristicas, los scl-PHAs competirian en el mercado con termoplasticos
como el polietileno (PE) o el polipropileno (PP) y, en funciéon de las aplicaciones, también con
el acido poli-I-lactico de origen biologico. La cepa bacteriana mas estudiada en relacion con la
produccion de scl-PHAs es Cupriavidus necator (anteriormente Ralstonia eutropha,
(Vandamme y Coenye, 2004)) (Akaraonye et al, 2010; Babel et al., 2001; Hazer y Steinbiichel,
2007; Koller et al., 2013).
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Los mcl-PHA son mucho menos cristalinos que los scl-PHA. Los monomeros de
cadena media pueden incorporar grupos funcionales que permiten modificaciones quimicas
post-sintéticas y que confieren a esos polimeros nuevas propiedades (Bear ef al, 1997; Levine
et al., 2016; Steinbiichel y Valentin, 1995; Tortajada et al., 2013). Las propiedades de los mcl-
PHASs son muy parecidas a las de los elastomeros y a la del latex. El productor microbiano mas
importante de mcl-PHAs es Pseudomonas putida, una bacteria que ha sido ampliamente
estudiada por la comunidad cientifica (Gagnon et al, 1992; Koller et al, 2013; Timm vy
Steinbitichel, 1990; Witholt y Kessler, 1999).

Con lo que respecta a los Icl-PHA, estos polimeros son menos frecuentes y, por lo
tanto, han sido mucho menos estudiados. Los co-polimeros de scl-lcl-PHA presentan una
temperatura de fusién y una temperatura de transiciéon vitrea menor que los scl-PHAs; la
resistencia tensil se reduce practicamente a la mitad, y la capacidad de elongacion previa a la

rotura del co-polimero es mas de 100 veces superior (Singh y Mallick, 2008).

4. El granulo de PHAs: un organulo complejo y dinamico

Generalmente, los PHAs se acumulan en el interior celular como granulos amorfos que
refractan la luz, pudiendo llegar a suponer el 90% del contenido citoplasmatico. Esta
acumulacion en granulos separa los polimeros del lumen celular, evitando asi que se produzca
una alteracion de la presion osmotica en la célula. Il almacenamiento de estos compuestos en
procariotas mejora su supervivencia, principalmente en situaciones de falta de nutrientes

(Anderson y Dawes, 1990; Luengo et al., 2003).

El aislamiento de los granulos de PHAs, junto a las observaciones realizadas por
microscopia electronica de transmision, permitieron establecer un modelo comunmente
aceptado sobre su estructura, segun la cual el polimero estaria envuelto por una monocapa
lipidica, en la que se encuentran embebidas distintas proteinas (Griebel ef al, 1968; Mayer y
Hoppert, 1997). Recientemente, se ha cuestionado este modelo, y los experimentos realizados
marcando con proteinas fluorescentes tanto los hipotéticos fosfolipidos como las proteinas
asociadas al granulo, sugieren que no existiria esa monocapa de fosfolipidos rodeando los
PHASs, sino que se trataria de una envuelta constituida exclusivamente por proteinas (Bresan et
al, 2016). En cualquier caso, los acimulos de PHAs son estructuras subcelulares con una

organizacion compleja, razén por la que algunos autores los han catalogado como auténticos
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organulos celulares, a los que se denomina “carbonosomas”, por analogia con los carboxisomas

o magnetosomas (Jendrossek, 2009).

Las proteinas que se asocian al granulo se pueden clasificar en cinco tipos diferentes: 1)
PHA polimerasas, 2) PHA despolimerasas, 3) fasinas (proteinas asociadas al granulo que tienen
una funcion estructural), 4) acil-CoA sintetasas y 5) otras proteinas desconocidas y/o cuya
funcion no estd clara (posiblemente enzimas que catalizan la formaciéon del granulo y con

funcion reguladora) (Jendrossek y Pfeiffer, 2014).

Proteinas
desconocidas Despolimerasa
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Figura 10. Representaciéon esquematica clasica del granulo de PHA, actualmente cuestionada. En ella, el polimero

estarfa confinado por una monocapa lipidica en la que se encontrarfan embebidas distintas proteinas (Luengo et

al., 2003).

A continuacion, pasaremos a describir cada uno de los diferentes tipos de proteinas

asociadas al granulo.
4.1. PHA polimerasas®

Las PHA polimerasas son las enzimas clave del proceso de sintesis de PHAs. Catalizan
la transformacion de los sustratos monoméricos solubles hidroxiacil-coenzima A (CoA) en un
polimero 1nsoluble con la correspondiente liberacion de CoA (Rehm, 2003). Se puede
establecer una clasificacion de las PHAs polimerasas atendiendo a sus caracteristicas (secuencia
nucleotidica, estructura primaria, especificidad de sustrato y composiciéon en subunidades)

(Rehm, 2003):

2 . ., . . . .
Las PHA polimerasas también se denominan PHA sintasas. En la presente tesis doctoral se opta por la
primera denominaciéon, mas extendida en los trabajos realizados sobre mcl-PHAs.
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Clase I: Estas polimerasas constan de una tmnica subunidad (PhaC). Poseen un peso
molecular que oscila entre 61 y 73 kDa (Q1 y Rehm, 2001) y, de acuerdo con su especificidad
de sustrato, estas enzimas utilizan preferentemente tioésteres CoA de varios (R)-3-hidroxiacidos

4

grasos que comprenden entre 3 y 5 dtomos de carbono (Rehm, 2003). El ejemplo tipico

poseedor de este tipo de polimerasas es la bacteria Cupriavidus necator.

Clase II: Al igual que las de la clase I, estin compuestas por una tnica subunidad de 60-
-65 kDa. Las polimerasas de la clase II utilizan preferentemente tioésteres CoA de varios (R)-3-
hidroxidcidos grasos formados por 6-14 itomos de carbono y los modelos bacterianos mads
estudiados son Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida (Rehm, 2003; Ren et al.,

2000).

Clase III: Polimerasa descrita en Allochromatium vinosum. Consta de 2 tipos de
subunidades, (1) la subunidad PhaC (peso molecular alrededor de 40 kDa) cuya secuencia
aminoacidica tiene una similitud de entre el 21 y el 28% con las polimerasas de la clase I y II, y
(1) la subunidad Phak. (peso molecular alrededor de 40 kDa) que no tiene ninguna similitud
con las polimerasas que se han descrito hasta el momento. Estas enzimas tienen mayor afinidad
por tioésteres CoA de (R)-3-hidroxiacidos grasos cuya longitud de cadena oscila entre 3 y 5

atomos de carbono (Liebergesell y Steinbiichel, 1992; Liebergesell et al, 1992; Rehm, 2003).

Clase IV: Integradas por polimerasas similares a las de la clase III, pero con una
subunidad PhaR (20 kDa de peso molecular) en lugar de la subunidad Phak. El modelo
bacteriano en el que mas se ha estudiado es Bacillus megaterium (McCool y Cannon, 2001;

Rehm, 2003).
4.1.1. Caracteristicas estructurales

Durante décadas distintos grupos de investigaciéon acometieron la cristalizacion de las
polimerasas con el fin de resolver su estructura tridimensional. Sin embargo, todos los
esfuerzos llevados a cabo fueron en vano, poniendo de relieve la extraordinaria dificultad de la
tarea. n 2016, y practicamente de forma simultinea, dos laboratorios lograron finalmente
dilucidar la estructura del dominio catalitico de la polimerasa PhaC de Cupriavidus necator
(Kim er al., 2016a; Wittenborn et al, 2016). En el proceso de cristalizacion, el dominio N-
terminal (aminoacidos 1-200) se escindia del resto de la proteina, por lo que su cristalizacion se
realizo de forma independiente y, posteriormente, se reconstruyd el modelo tridimensional

completo de la enzima (Kim er al, 2016b). Asi, la PhaCl de clase I estaria formada por dos
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dominios: el C-terminal y el N-terminal. Segun este modelo el dominio C-terminal consta de un
nucleo del tipo o/ hidrolasa en el que se encuentra el centro activo y de un subdominio a
través del cual forma dimeros con otra PhaCl. En posicién opuesta a este subdominio, unido al
nucleo, se sitia el dominio N-terminal que mantiene la polimerasa unida al granulo, y favorece

la polimerizacion situando la cadena de PHB que estd siendo sintetizada en las proximidades

del centro activo (Kim et al., 2016a, 2016b).

A pesar de que la estructura cristalina de la PHA polimerasa de clase II es adn
desconocida, se ha obtenido una prediccion de su modelo tridimensional en Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas sp. USM4-55 basandose en la epoxido hidrolasa de raton y en la
lipasa gastrica humana, respectivamente (Amara y Rehm, 2003; Wahab er al, 2006). Una
prediccion de la estructura también se obtuvo en su momento para la polimerasa de Clase I de
Cupriavidus necator (Rehm et al, 2002) que, una vez cristalizada, ha sido corroborada. El
modelo de la PHA polimerasa propuesto para la Clase II, sefiala a estas enzimas como
mntegrantes de la superfamilia de proteinas de las o/p hidrolasas, que contienen una secuencia
consenso denominada caja del tipo lipasa (G-X-C-X-G). El alineamiento multiple de secuencias
ha llevado a la identificacion de una caja del tipo lipasa en todas las PHA polimerasas, en la que
la serina conservada en el sitio catalitico de la lipasa es sustituida en las polimerasas por una

cisteina (Tan et al., 2010).

En el caso de la polimerasa de C. necator, se ha propuesto que el sustrato y la cadena
polimérica naciente se introducirian en un canal o cavidad presente en la polimerasa, que daria
acceso al centro activo, y cuyos residuos estarian estabilizados por el monomero PhaC
adyacente que completa el dimero (Kim et al, 2016a). Los experimentos de mutagénesis
dirigida han proporcionado informacion valiosa sobre la estructura de la polimerasa, y han
indicado que varios residuos, como 1247, V360, T393, F396, R398, Y445, H481 y 1482
participan en la estabilizacion de los sustratos en el canal en el que se encuentra el centro activo
(Kim et al., 2016a). Estos autores también han propuesto que en el caso de las polimerasas de
clase II, cuyo principal sustrato son 3-hidroxiacil-CoAs de cadena media, los residuos que se
localizarian en ese canal no estin conservados, como si lo estan los de las clases I, IIl y IV, y
estarfan adaptados para estabilizar sustratos con cadenas carbonadas mads largas (Kim er al,

2016a).
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Figura 11. Representacion tedrica de la estructura tridimensional de la polimerasa PhaCl de Pseudomonas sp
USM4-55. En el centro de la figura, el modelo de esferas CPK (Corey-Pauling-Koltum, es un modelo molecular
tridimensional donde los 4tomos se representa como esferas) representa los residuos cataliticos que comprenden
la Cys296, el Asp4s1 v la His479, mientras que la Ser297 se muestra con el modelo de varillas (Wahab er al,
20006).

Por otro lado, y también en C. necator, los estudios llevados a cabo con PhaCl
truncadas en el extremo N-terminal revelaron que los 60 primeros aminoicidos no estan
mmplicados en la actividad enzimatica, mientras que la delecion de los amimodcidos 65-98 y 110-
192 si alteran el plegamiento y funciéon de la polimerasa, poniendo de relieve la importancia del

dominio N-terminal (Kim er al, 2016b).
4.1.2. Mecanismo catalitico

Se han introducido numerosas mutaciones puntuales, con el fin de conocer la funcion
de ciertos residuos aminoacidicos en el mecanismo catalitico. De este modo se encontraron
evidencias de que, en Cupriavidus necator, los aminoacidos conservados implicados en la
catalisis covalente de la PHA polimerasa de Clase I eran la Cys319, el Asp480 y la His508 (Jia
et al., 2001), lo que se confirmé tras la cristalizacion de la proteina. En el caso de la polimerasa
de A. vinosum (tipo I11), los experimentos de mutagénesis especifica indicaron que los residuos
aminoacidicos homologos Cys 149, Asp 302 y His 331 formarian la triada catalitica responsable

de la catalisis covalente (Jia et al, 2000).

En las PHA polimerasas de Clase II los residuos aminoacidicos Cys296, Asp4H1 y
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His479 forman una triada catalitica en la que Cys296 actuaria como nucleéfilo (Wahab et al,
2006). Este residuo Cys296 participa en un ataque nucleofilico sobre el sustrato (R)-3-
hidroxiacil-CoA durante la unién y la polimerizacion de dicho sustrato. El residuo His479 seria
el catalizador bésico para la activacion nucleofilica de la cisteina. Dado que la sustitucion de esta
histidina no mactiva la enzima, se ha propuesto que la His453, que también es un aminoacido
conservado en las polimerasas, pueda reemplazar funcionalmente a esta His479 (Amara y
Rehm, 2003). Ademas de la triada catalitica, se ha propuesto que el residuo Ser297 jugaria un
papel 1importante formando un agujero oxianiénico que favoreceria la estabilizacion de los

mtermediarios que se formen durante la reaccion catalitica (Wahab et al., 2006).
4.1.3. Evolucion dirigida de la polimerasa

Las caracteristicas de los aminoacidos que constituyen las polimerasas determinan el
peso molecular del polimero, el tipo de monémeros que lo integrardn, y la eficiencia del
proceso de polimerizacion. Por ello, estas proteinas han sido objeto de experimentos de
evolucion dirigida, con los que se pretende mejorar la actividad especifica y modificar la

especificidad de sustrato para obtener de forma eficiente biopoliésteres hechos, practicamente,

a medida (Rehm et al, 2002; Amara et al., 2002; Sheu y Lee, 2004).

Los primeros experimentos de este tipo dieron como resultado el aislamiento de
polimerasas con una actividad reducida (Rehm ez al,, 2002). Sin embargo, usando £. coli X1-1
Red, se llevo a cabo la mutagénesis al azar i vivo de la polimerasa de A. punctata (Amara et al.,
2002). Se analizaron mas de 200.000 mutantes en medio de cultivo con rojo Nilo, y se
seleccionaron cinco mutantes cuyas colonias evidenciaban un incremento en la fluorescencia
con esta tincion, indicando un mayor acimulo de PHAs. Cuatro de ellos mostraban una
mejora de la actividad polimerasica tanto i vivo como in vitro. La mutacion puntual F5181
comportaba un incremento de cinco veces en la actividad especifica de la polimerasa, aunque la
acumulacion de PHA se incrementaba solo un 20%. La mutacion puntual V214G mostraba un
mcremento de dos veces en la actividad especifica de la enzima, aumentando un 7% la
acumulacion de PHA. Es llamativo el hecho de que, si bien las actividades m vitro de los
mutantes superproductores aumentaron hasta cinco veces la actividad de la polimerasa, las
cantidades de PHAs acumulados oscilaban del 107% al 126% con respecto a las de la cepa
silvestre. Es posible que el incremento de la actividad de PhaC in vivo al modificar estos
residuos estuviese limitado por otros factores (reguladores, sustratos disponibles etc.), o que

estos residuos desempenasen alguna otra funcion importante en la estructura de la polimerasa
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1 vivoy su relacion con el granulo (Amara et al,, 2002; Rehm, 2007).

Respecto a la PhaC de C. necator, una vez conocida su estructura, se han modificado
residuos mmplicados en la interaccion con el sustrato, obteniendo una polimerasa con la

modificaciéon P245A que incrementa un 25% la actividad enzimatica (Kim e al,, 2016a).

En Pseudomonas putida GPol (anteriormente Pseudomonas oleovorans GPol (van
Beilen et al., 2001; Diard et al, 2002)) se ha modificado la PhaCl, concretamente mediante la
sustitucion 1484V, lo que se ha traducido en un notable incremento de la proporcion de
monomeros  de  (R)-3-hidroxibutirato  presente en el copolimero acumulado poli[(3-
hidroxibutirato) (3-hidroxihexanoato) (3-hidroxioctanoato) (3-hidroxidecanoato)].  Sin embargo,
las sustituciones Q481M y S482G aumentaron la presencia del monémero (R)-3-
hidroxihexanoato en la composicion del PHA acumulado (Chen er al, 2014b). Del mismo
modo, en Pseudomonas sp. 61-3 la sustitucion en la PhaCl de los aminodcidos situados en
posicion 325 (S325C y S8257T) y en la posicion 481 (Q481K, Q481M y Q481R) incrementaba
la incorporacion de monémeros (R)-3-hidroxibutirato en el homopolimero de PHB (Takase et
al., 2003). Es llamativo que el mismo cambio Q481M en polimerasas de especies diferentes
(GPol y 61-3) implique una mayor incorporaciéon de monoémeros diferentes (Chen et al.,
2014b). También se ha utilizado la mutagénesis al azar en el gen de la polimerasa phaCl de
Pseudomonas sp. 61-3, con la que se obtuvo un mutante E130D que incrementaba 10 veces el
acamulo de PHB en K. coli recombinante a partir de glucosa, con respecto al rendimiento
obtenido cuando se expresaba en esa bacteria una copia del gen que codificaba la polimerasa

silvestre (Matsumoto et al., 2005).

Como se ha observado con los experimentos de mutagénesis dirigida llevados a cabo en
C. necator, la cristalizacion de su PhaCl ha permitido una primera aproximacion racional en la
modificacion de la polimerasa. Fl estudio bioquimico y enzimatico de la enzima silvestre y de
las modificadas permitird establecer certeramente qué funcion desempena cada aminoacido y
qué modificaciones se pueden realizar para incrementar la actividad o modificar el sustrato
polimerizable. Una vez que se resuelva la estructura cristalina de la polimerasa de
Pseudomonas putida, estudios similares permitirin mejorar también la produccion de mcl-

PHASs (Rehm, 2007).

En esta tesis doctoral, nosotros abordaremos el estudio de aquellos residuos de
aminoacidos claves para la actividad de la PhaCl de Pseudomonas putida U y cuya mutacion

pueda conducir a la inactivacion de la misma.
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4.2. PHA despolimerasas

La funcion fisiologica principal del PHA acumulado es proveer a la célula de una fuente
de carbono y energia en aquellas fases del ciclo vital en las que los nutrientes no se encuentren
disponibles. La enzima que cataliza la iberacion de monémeros (R)-3-hidroxiacil-CoA desde el
polimero acumulado se denomina despolimerasa (PhaZ). Posteriormente, estos tioésteres se
1somerizan a enantibmeros S y se mncorporan a la ruta de B-oxidacion, que lleva a cabo el

complejo proteico FadBA (Garcia et al,, 1999; Sandoval et al., 2005).

El proceso de despolimerizacion puede ser intracelular o extracelular, dependiendo de
la localizacion de los PHA. El polimero extracelular se genera como consecuencia de la hisis de
aquellos microorganismos que lo acumulan intracelularmente. Los granulos de PHA liberados
se propagan en el medio ambiente y las despolimerasas extracelulares secretadas por otros
microorganismos los hidrolizan a monomeros y oligomeros solubles. La despolimerizacion
extracelular esti muy extendida para los scl-PHA. En el caso de las despolimerasas de mcl-
PHA s6lo se ha caracterizado la de Pseudomonas Huorescens GK13, aunque existen clertas
evidencias de que, mespecificamente, algunas esterasas fungicas pueden también hidrolizar

estos polimeros (Jendrossek y Handrick, 2002; Schirmer y Jendrossek, 1994).

Por su parte, las despolimerasas imtracelulares, liberan los monomeros del PHA
mntracelular, y se encuentran permanentemente unidas al granulo de PHA. Se ha descrito este

tipo de despolimerasas en distintas especies del género Pseudomonas (de Eugenio et al., 2007,

Foster et al., 1996).

Aunque generalmente se abordan los procesos de sintesis y degradacion intracelular de
PHA de forma independiente, varios estudios sostienen que ambos tienen lugar de forma
simultinea (de Eugenio er al, 2010a; Ren et al, 2010a). De este modo, mientras las
polimerasas estin activas y polimerizan el PHA, la PhaZ también estaria activa vy
despolimerizaria el granulo. Obviamente, para que la acumulacién de plastico tenga lugar, la
actividad polimerdsica debe ser mayor que la despolimerasica (Arias et al, 2013; Ren et al.,

2009).

Se ha propuesto que el mecanismo de accién de la despolimerasa es exohidrolitico, y
tiene lugar a través de una actividad catalitica del tipo serina esterasa sobre el extremo del

polimero que contiene el grupo carboxilo (de Fugenio et al., 2007; Foster et al., 1999).
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Si bien la despolimerasa no ha sido cristalizada atn, se ha partido de su similitud con
hidrolasas cristalizadas para obtener un modelo tridimensional de su estructura. Segun este
modelo, la enzima estd integrada por un nucleo con un dominio del tipo o/ hidrolasa, que
tiene un centro activo formado por la triada catalitica Ser102-Asp221-His248, la cual queda
cubilerta con una tapa. Esta enzima cataliza la liberacién de monémeros de distinta longitud y
naturaleza, para lo que cuenta con un sitio de union lo suficientemente amplio, capaz de

acomodar distintos sustratos de mcl-PHA (de Eugenio et al., 2007).

Figura 12. Prediccion de la estructura tridimensional de la PhaZ de P. putida realizada a partir de la hidrolasa
CumD. A, diagrama general. B, modelo de cintas, indicando el dominio o/f hidrolasa (magenta) y la tapa (cian).
Los residuos Ser102 (azul), His248 (verde) y Asp221 (naranja), y un dimero teérico de 3-hidroxioctanoato

aparecen representados por modelos moleculares de varillas (de Eugenio et al., 2007).
4.3. Fasinas

Las fasinas son proteinas que se encuentran en la superficie del grainulo de PHA. El
término fasina (phasin en inglés) se acuno por analogia con las oleosinas, proteinas situadas en
la superficie de los cuerpos lipidicos en algunas células vegetales. Los cuerpos lipidicos serian
similares a los granulos de PHA en estructura y cometido, y las fasinas tendrian una funcién

1déntica a las oleosinas, que estabilizan estas inclusiones (Steinbuchel ef al., 1995).

Se trata de proteinas de bajo peso molecular que constituyen la mayor fraccion de las
proteinas asociadas al granulo. Se encuentran ampliamente distribuidas en todos los géneros de
bacterias, tanto gram positivas como gram negativas, que acumulan este tipo de polimeros
plasticos. En Pseudomonas putida hay dos tipos de fasinas: PhaF y Phal (Wieczorek et al.,
1996).
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Las fasinas cumplen una funcion estructural en el grainulo de PHA, formando parte de
su recubrimiento y confiriéndole estabilidad. Generan una interfase entre el citoplasma y el
nucleo hidrofébico de los granulos de PHA, y afectan de modo determinante el tamano y el

numero de granulos presentes en las células (Sandoval et al, 2007; Steinbuchel er al, 1995).

La fasina PhaF estd mvolucrada en el control de la expresion de los genes de la PhaCl y
de la fasina Phal (Sandoval er al, 2007). Su estructura primaria muestra dos dominios
modulares: el dominio N-terminal de unién al granulo y el dominio C-terminal, que contiene
repeticiones en tindem del tipo AAKP caracteristicas de la familia de histonas HI. Este
dominio de unién a DNA explicaria esta funciéon como regulador transcripcional (Prieto er al.,
1999). Se han descrito otras proteinas con dominios similares que se unen al DNA, como
AlgP, que regula la produccion de alginato en P. aeruginosa (Medvedkin et al., 1995; Prieto et
al., 2007).

Ademas, esta proteina estd implicada en la segregacion del granulo durante la division
celular, garantizando una division igualitaria de los granulos entre las células hijas. La falta de
Phal' en Pseudomonas putida desequilibra la segregacion de los granulos durante la division
celular (Galan ef al., 2011). Esta fasina desempenaria un papel similar al de la proteina PhaM
en C. necator, que se une a los granulos de PHB y al cromosoma bacteriano, y facilita el
reparto los granulos a las células hyjas en el proceso de division celular (Pfeiffer y Jendrossek,

2012).

Con respecto a su estructura, se ha sugerido que la fasina PhaF se presenta como una
proteina tetramérica e intrinsecamente desordenada en ausencia de PHA y DNA, que adquiere
un grado mas alto de estructura secundaria cuando interacciona con sus ligandos (Maestro et

al., 2013).

En cuanto a la proteina Phal, su secuencia completa de aminoicidos muestra una
similitud del 57% con el dominio N-terminal de la proteina PhaF, con la que funciona

coordinadamente participando en la formacion y distribucion éptima de los granulos de PHAs

(Moldes et al., 2004).

4.4. Acil-CoA sintetasas

Las acil-CoA sintetasas son una familia de enzimas ubicuas que catalizan la activacion de
los acidos grasos a tioésteres de CoA, uniendo una molécula de CoA mediante un ataque

nucleofilico del SH de este tioéster al carbono carbonilico del grupo carboxilo. Para que este
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ataque sea mas eficaz el grupo carbonilo ha de fosforilarse lo que 1mplica que en esta reaccion
se consumen dos enlaces de alta energia. Esta actividad enzimatica se encuentra codificada en el

gen fadD (Black et al., 1992).

En Pseudomonas putida U se han descrito dos FadD homologas: FadD1 y FadD2
(Garcia et al., 1999). Se obtuvo un mutante deficiente en FadD1 que era incapaz de crecer en
acidos grasos cuyos restos acilo eran superiores a 4 dtomos de carbono. Sin embargo, cuando
estos mutantes se cultivaban durante ttempos largos (80 h), se reestablecia el crecimiento. La
disrupcion del gen fadD2 no tenia ningun efecto en el catabolismo de los dcidos grasos. Se
concluy6 que FadD1 es una enzima implicada en la degradacion fisiologica de diferentes acidos
grasos, y que FadD2 se induce cuando FadD1 se encuentra inactiva. Una vez adaptados, los
mutantes fadD1 de P. putida U eran capaces de reestablecer el crecimiento y la acumulacion de
PHASs, alcanzando una biomasa y una cantidad de PHA similares a los de la cepa silvestre. La
morfologia y la composicion de estos PHA era similar a los de la cepa parental (Olivera et al.,

2001a).

Las acil-CoA sintetasas que también se encuentran en la superficie de los granulos de
PHAs, activan los acidos hidroxicarboxilicos liberados por las despolimerasas durante la
degradacion de PHA. Dependiendo del estado fisiologico de la célula, este sustrato puede ser
oxidado por las enzimas de la B-oxidacion, o ser incorporado de nuevo al granulo de PHA por

la polimerasa (Ruth et al., 2008).

5. El cluster pha

Como ya se indicaba anteriormente, existen muchos géneros bacterianos capaces de
producir PHA, por lo que la diversidad de los genes implicados en la produccion de este
polimero es elevada, y se sigue incrementando conforme se descubren nuevos isologos y
nuevas especies bacterianas (Aneja et al, 2009; Pirnidnen et al, 2015). A continuacion, se
expone la estructura del cluster pha en las dos especies mas representativas para la sintesis de

scl-PHA y mcl-PHA: Cuaprividus necatory Pseudomonas putida, respectivamente.
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5.1. En Cupriavidus necator
5.1.1. Organizacién genética

El andlisis exhaustivo del genoma de Cupriavidus necator llevado a cabo en los tiltimos
anos ha permitido anadir varios integrantes a la lista de genes implicados en el metabolismo de
los PHA (Pohlmann er al, 2006). Los genes clave en la sintesis de PHB son: 1) phaA, que
codifica una B-cetotiolasa responsable de la sintesis de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA; 1)
phaBl, phaB2vy phaB3, que codifican NADPH oxidorreductasas (Budde et al, 2010) y 1)
phaCl que codifica una PHB polimerasa (Peoples y Sinskey, 1989).

Cromosoma 1

phaZ1 phaY2 phaP1 phaC phaA phaB phaR bktB
I
. 4 o
phaB2 phaC2 phaB3  phaP3 phaY1 phaZ2

Cromosoma 2

phaZs phaP4 phaZ6 phaZ7 phaZ3
Megaplasmido pHG1
phaZ4 phaP2

Figura 13. Cluster pha de Cupriavidus necator en el que esta codificada la maquinaria para la sintesis de PHA.
Inicialmente, se consideraba que la agrupacién génica estaba compuesta unicamente por los genes phaC, phaA 'y
phaB. Sin embargo, la secuenciaciéon del genoma de esta bacteria ha revelado la presencia de otros genes
mmplicados en la sintesis y movilizacion del PHB, repartidos a lo largo de los dos cromosomas y el megaplasmido

que constituyen su genoma.

Sorprendentemente, y mediante el andlisis del genoma, se describio la existencia de un
segundo gen que codifica una PHB polimerasa, phaCZ2 (Pohlmann et al,, 2006). Sin embargo,
se desconoce su funcion, ya que es incapaz de producir acimulo de polimero en una cepa sin
PhaCl (Reinecke y Steinbiichel, 2009). También se han descrito isologos de phaA que
codifican para B-cetotiolasas alternativas con diferente especificidad de sustrato (por ejemplo
bktB) (Slater et al, 1998). Del mismo modo, se han identificado 1s6logos de phaB. La
contribucion de los respectivos productos génicos a la sintesis de PHB es todavia una icognita

(Budde et al., 2010).
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Hasta el momento se han descrito 7 genes que codifican fasias: phalPl, phaP2, phalP?3,
phaP4, phalPs, phaPo'y phalP7, siendo la proteina PhaPl la que se expresa en mayor medida.
Estas fasinas participan en la arquitectura del granulo, evitando su coalescencia, y regulando su
nimero y tamano (Pfeiffer y Jendrossek, 2012; Potter er al, 2004). Otros 7 genes codifican
1soenzimas de la PHA despolimerasa, phas1-7Z7, implicadas en la despolimerizacion del
granulo (Abe et al., 2005; Pfeiffer y Jendrossek, 2012). Ademas hay dos genes, phaYly phaY?,

que codifican para sendas hidrolasas de oligomeros de PHB (Kobayashi et al., 2005).

Por ultimo, se ha descrito otro gen, phaM, que codifica una proteina (PhaM) implicada
tanto en la distribucién de los granulos de PHB a las células hijas, como en la activacion de

PhaC (Pfeiffer y Jendrossek, 20145 Ushimaru y Tsuge, 2016).

Hasta el aino 2006 se habian realizado numerosas investigaciones relacionadas con los
genes y proteinas que dan lugar a la sintesis de PHB. Se consideraba este polimero y su sintesis
el caso mas sencillo para el estudio de los PHAs. Sin embargo, la secuenciacion y el estudio del
genoma de Cupriavidus necator ha revelado una situacion aparentemente mas complicada, y de

la que atn queda mucho por descubrir (Pohlmann et al., 2006).
5.1.2. Regulacién de la expresion

La regulacion de la ruta del PHB es compleja. A nivel enzimatico, un exceso de CoA
libre reduce la sintesis de PHB, mientras que todas las condiciones metaboélicas o ambientales
que causan una reduccion en el contenido de CoA desencadenan, o restauran, la sintesis de
PHB (Stemnbiichel y Schlegel, 1991; Zinn et al, 2001). Ademas, parece ser que PhaC se
sintetiza como una proteina que requiere un polipéptido distinto (PhaM) para convertirse en
una enzima plenamente funcional, poniendo de manifiesto que la regulacion del PHB requiere

diferentes senales ambientales, metabolicas y genéticas (Pfeiffer y Jendrossek, 2014).

En el caso de la despolimerizacion, en ausencia de PHB, PhaZ. se produce como una

proteina iactiva que requiere PHB y un activador para que se transforme en una enzima activa

(Zmn et al., 2001).

Por su parte, PhaP mejora la produccion de PHB uniéndose a los granulos y regulando
su tamano, numero y la relacion superficie/volumen de las inclusiones. Ademas, la sintesis y
acumulacion de PhaPl es un proceso dependiente de PHB en el que participa el represor

PhaR (Potter et al., 2002).
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5.2. En Pseudomonas putida
5.2.1. Organizacién genética

Los genes que codifican la ruta metaboélica de los mcl-PHAs se encuentran situados en
el locus pha, que contiene dos operones que se expresan en sentido opuesto y estin separados
por una secuencia intergénica. Kl primero de ellos (phaCIZCZD) incluye cuatro genes que
codifican dos polimerasas (PhaCl y PhaC2), una despolimerasa (PhaZ) y un regulador
transcripcional (Phal)), que funciona como un activador del cluster pha, necesario para la
formacion del granulo de PHAs (de Eugenio ef al, 2010b; Huisman et al, 1991; Steinbiichel y
Hein, 2001). El otro operéon (phall), que se transcribe en sentido opuesto desde el promotor
Pi, codifica dos proteinas (las fasinas PhaF y Phal) que estin involucradas en la formacion y
estabilizacion de las inclusiones de bioplastico, asi como en la regulacion de la expresion génica
(Prieto et al., 1999). En P. putida U se han identificado 6 promotores diferentes, Pci, Pz, Pc,,
Pd, P1y Pf que se encuentran corriente arriba de los genes phaCl, phaC2, phas, phaD, phal y
phaFrespectivamente (Fig. 14) (Sandoval et al., 2007). En P. putida KT2440 se han encontrado
los mismos promotores salvo en el caso de Pd, para el que no se encontré actividad (de

Eugenio et al., 2010b).

1 kb

N AN AN AN AN AN AN AN L) A M AN N AN MDA AN \'\ f \'\'\’\ (\T‘l
/W) 0404040 o o

phaC1 phaZ phaC2 phaD phaF phal

Figura 14. Organizacion genética del cluster pha de Pseudomonas putida U. Se senalan los genes del clustery los

promotores de los mismos.

5.2.2. Regulacién de la expresion de los genes del cluster pha

La regulacion del metabolismo de los PHAs es harto compleja, puesto que tiene lugar
tanto a nivel enzimatico, por inhibicion de cofactores y disponibilidad de metabolitos, como a
nivel transcripcional, a través de factores de regulacion transcripcional especificos y globales
(Kessler y Witholt, 2001; Madison y Huisman, 1999). Desafortunadamente, se sabe poco
acerca de la regulacion de la biosintesis de PHAs en Pseudomonas, por lo que se requieren
nuevos estudios que ahonden en la regulacion de la produccion de los mcl-PHA a nivel

enzimatico (Prieto et al., 2007).
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5.2.2.1. A nivel enzimatico

Las cepas de Pseudomonas putida obtienen los sustratos que seran utilizados por las
polimerasas para la sintesis de mcl-PHAs a partir de las rutas de B-oxidacion y de sintesis de
novo de los acidos grasos. Por tanto, es probable que aquellos factores que regulan la actividad
de las enzimas de estas rutas metabolicas participen, de alguna manera, en el control de la
biosintesis de PHA. De hecho, las PHA polimerasas compiten con los complejos de la B-

oxidacion por los sustratos (Kessler y Witholt, 2001; Prieto et al., 2007).

Los procesos de acumulacion y degradacion de PHA parecen producirse de forma
simultinea, estando regulados por determinados metabolitos. Asi, cuando las células contienen
altos miveles de acetil-CoA, ATP y NADH (metabolitos altamente energéticos), las células no
consumen estos compuestos para crecer, y los ratios [acetil-CoAl/[CoA] v [NADH]/[NAD]
permanecen altos. Como consecuencia, el ciclo de B-oxidacion se inhibe y se acumula 3-
hidroxiacil-CoA. Puesto que PhaC incrementa su actividad frente a un ratio [3-hidroxiacil-
CoAl/[CoA] alto, los acidos 3-hidroxicarboxilicos se canalizan hacia la sintesis de PHAs. Sin
embargo, la actividad de PhaZ no se encuentra influenciada por el cambio en la concentracion
de metabolitos y contintia degradando el polimero. Debido a la disponibilidad limitada de CoA
en la célula, parte de los monémeros liberados se excretan antes de que sean activados de
nuevo por la acil-CoA sintetasa. Por el contrario, cuando la concentracion de metabolitos con
alta capacidad energética es baja, los ratios [acetil-CoA]/ [CoA] y [NADH]/[NAD] en las células
son bajos y se estimula la B-oxidacion de acidos grasos. Asi, PhaZ libera 3-hidroxiiacidos del
granulo de PHA, los cuales son activados por la acil-CoA sintetasa a imtermediarios 3-
hidroxiacil-CoA, que se degradan mayoritartamente por la ruta de oxidacion de los acidos

grasos en lugar de ser polimerizados de nuevo (Ren et al., 2009).

Este ciclo de polimerizacion y degradacion de polimero, que en principio podria
contemplarse como un gasto mutil de energia, parece obedecer a un mecanismo de regulacion
en el que se controla el flyjo de acidos grasos a través de la ruta de B-oxidacion. Frente a
condiciones ambientales en las que se produzcan cambios en la concentracion de la fuente de
carbono y de otros nutrientes esenciales, la célula se puede adaptar rapidamente sin necesidad
de inducir una cascada de genes. Los PHAs actuarian como un tampon metabolico que

absorbe o libera carbono ficilmente en funcion del requerimiento celular (Arias er al, 2013;

Dot er al, 1990; Ren et al., 2009).
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5.2.2.2. A nmivel transcripcional

La regulacién a nivel transcripcional se puede producir bien por reguladores especificos
de la ruta de los PHAsS, tales como PhaD o PhakF, o por reguladores globales del metabolismo
bacteriano, tales como RpoN, RpoS y Crc, que ajustan la ruta al estado general de la célula

(Diaz y Prieto, 2000).

Aunque la organizaciéon y los productos de los genes pha estan altamente conservados
en las cepas productoras de mcl-PHA, las secuencias de DNA de las regiones intergénicas del
cluster pha varian notablemente entre especies semejantes. Por tanto, no es sorprendente que
los factores transcripcionales puedan provocar efectos diferentes (Kessler y Witholt, 2001;

Prieto et al., 2007).

5.2.2.2.1. Fl regulador PhaD

El gen phaD del cluster pha pertenece a la familia de reguladores transcripcionales
TetR (Ramos et al, 2005). Se ha observado en P. putida que el producto del gen phal) juega
un papel mmportante en la biosintesis de mcl-PHA. Una inactivacién insercional de este gen
provoca una disminucion dramatica de la acumulacion de polimero y, ademas, produce un
mcremento del nimero de granulos de PHA (Khnke er al, 2000; Sandoval et al, 2007).
Teniendo en cuenta que PhaD) no se encuentra asociado a los granulos de PHA, este efecto ha
sido adscrito a una alteracion en la expresion de las fasinas. En este mutante con phal) inactivo
el patron proteico de los granulos de PHA se modificaba, y la proteina Phal no se detectaba
como una proteina asociada al granulo (Klinke er al, 2000). De hecho, cuando phaF se
superexpresaba en trans, se revertia el efecto observado en el mutante defectivo en PhaD). Estos
estudios demostraron que PhaD es un regulador transcripcional que activa la sintesis de PhaF'y

Phal en respuesta a la fuente de carbono necesaria para el crecimiento (Sandoval et al., 2007).
5.2.2.2.2. La fasina PhaF como regulador transcripcional

La expresion de los transcritos de phal’'y phalF en diferentes especies de Pseudomonas
suglere la presencia de dos promotores, uno localizado corriente arriba del gen phal y otro
corriente arriba de phakF. Como ya se ha mencionado, PhaF es una proteina modular, con un
dominio N-terminal que tiene una funciéon estructural, y un dominio C-terminal con un motivo
de union a DNA que funciona como un regulador transcripcional (Prieto et al, 1999). La
disrupcion del gen phal’ conduce a un incremento en la expresion de phaCl, sugiriendo que

PhaF actiia como un regulador negativo de la expresion de phaCl. Estudios llevados a cabo en
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P. putida GPol han demostrado que el gen de esta fasina puede transcribirse para dar lugar a
dos RNAm diferentes, uno que contiene sélo phalk; y otro que contiene los genes phal y phal.
El transcrito de phal’se observa en la cepa de forma permanente, incluso cuando el sustrato
utilizado para el crecimiento no es un precursor de PHAs, como por ejemplo la glucosa. Sin
embargo, la expresion del transcrito phallF solo se observa cuando la bacteria se cultiva en
medios que contienen dcidos grasos tales como el dcido octanoico (precursor de PHA) (Prieto
et al, 1999). Bajo estas condiciones de crecimiento, el regulador PhaD también estimula la
expresion del transcrito phalF. Estos resultados sugieren un sistema de regulacion segin el cual
Phak estaria presente en las células en aquellas condiciones en las que no se acumulan PHAs,
uniéndose al DNA, y evitando la expresion de phaCl (o phaCl7) y phallF (o phal)). Aunque
se ha demostrado la capacidad de union a DNA de los péptidos que contienen el dominio
repetido AAKP (Medvedkin ef al,, 1995), no existe evidencia que indique la union de Phak a
las regiones promotoras de phaCl o phalF (Prieto et al., 2007).

5.2.2.2.3. Los reguladores transcripcionales globales RpoN, RpoS y Crc

El regulador global RpoN controla la expresion del transcrito phal’ en P. putida
K'T2440, en funcién de la disponibilidad de nitrégeno en el medio de cultivo. Para ello cuenta
con un promotor dependiente de RpoN situado corriente arriba de phalF. Sin embargo, se ha
demostrado que la transcripcion de phallF'si depende de la concentracion de nitrogeno, pero es

RpoN independiente (Hoffmann y Rehm, 2005; Rehm, 2006).

Existen otros reguladores globales que gobiernan la expresion del cluster pha. Por
ejemplo, el gen rpoS codifica el factor de transcripcion ¢°, un regulador general que controla la
expresion de varios genes implicados en la supervivencia celular bajo condiciones adversas
(estrés celular), como aquellas que tienen lugar en la fase estacionaria del ciclo celular una vez
que la fuente de carbono se ha agotado (Hengge-Aronis, 2002; Ramos-Gonzilez y Molin,
1998). RpoS afecta negativamente la expresion desde el promotor Pci, disminuye la expresion
de los genes mvolucrados en la acumulacion de PHAs vy, por tanto, disminuye la tasa de
degradacion del biopolimero. Durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano los niveles
de RpoS intracelulares son muy bajos, por lo que no se produce alteracion alguna en el
acimulo de PHAs. Sin embargo, en la fase estacionaria aquellas bacterias en las que se mute
1pos desataran la respuesta a estrés, incrementando la expresion desde Pci, lo que comporta la

expresion del operon phaClZC2D. De este modo, al no haber sustratos disponibles para las

polimerasas, se mcrementara el grado de despolimerizacion del PHA, que proporcionara
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fuente de C y poder reductor para hacer frente a la situacion de estrés que enfrenta la bacteria
en la fase estacionaria. Los experimentos llevados a cabo sugieren que la sintesis/degradacion
de PHASs durante la fase exponencial provee a la célula de carbono y agentes reductores, que
aumentan su capacidad de resistencia frente a condiciones adversas (estrés oxidativo) (Raiger-

Tustman y Ruiz, 2008).

Por su parte, el regulador global Crc es una proteina que optimiza el metabolismo del
carbono por inhibicion de la expresion de los genes involucrados en la utilizacion de fuentes de
carbono alternativas (Rojo, 2010). En Pseudomonas putida K12440 este regulador inhibe la
traduccion del RNAm del gen phaCl in vivo, lo que conduce a un cese en la produccion de
PHAs. En un medio con una relacion carbono/nitrogeno equilibrada, el acido octanoico
activaria la transcripcion de los genes pha, pero Crc reduciria los niveles de PhaCl
disminuyendo el flujo de carbono hacia la sintesis de PHAs y favoreciendo su uso para el
crecimiento celular. Sin embargo, en un medio en el que hay un desequilibrio
carbono/nitrogeno la falta de Cre facilita la desviacion de todo el carbono que no puede ser
utilizado en el crecimiento celular a la sintesis de PHAs (La Rosa et al, 2014). Este tipo de
regulacion no tiene lugar en todas las estirpes de Pseudomonas putida ya que experimentos
similares llevados a cabo en nuestro grupo de mvestigacion con mutantes del gen cre en
Pscudomonas putida U, demostraron que en ningan caso dichos mutantes mcrementaban la
acumulacion de polimero. Estos resultados sugieren que al igual que se aprecian diferencias en
la utilizacion de distintas fuentes de carbono para sintetizar PHA entre distintas estirpes de
Pseudomonas putida, también existen diferencias en la regulacion llevada a cabo por

reguladores globales como Cre.

Finalmente, es interesante el hecho de que la sintesis de PHAs esté bajo el control de
reguladores celulares globales, ya que esto viene a reforzar la idea de que el metabolismo de los
PHAs es una ruta critica para la sincronizacion del metabolismo global del carbono en las

bacterias que lo producen (Escapa et al., 2012; Ryan et al., 2013).

6. Metabolismo de PHAs

Durante las ultimas tres décadas se han tratado de esclarecer las rutas metabolicas que
conducen a la sintesis y movilizaciéon de los PHA (Rehm, 2007). Las técnicas en Biologia
Molecular han permitido descubrir qué genes y proteinas estin implicadas en el metabolismo

de este polimero acumulado por diversas especies microbianas. L.a maquinaria metabolica
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involucrada en la sintesis y degradacion de PHA no constituye un conjunto de reacciones
bioquimicas aisladas, sino que se encuentran intimamente conectadas con otras rutas centrales
del metabolismo bacteriano (Arias et al., 2013; Prieto et al., 2014, 2007; Sandoval et al,, 2007).
Las rutas de sintesis de PHA son distintas en funcién del microorganismo estudiado, pudiendo
dar lugar a scl-PHA o mcl-PHA (Luengo er al, 2003; Madison y Huisman, 1999). A

continuacion, se presentan las principales rutas biosintéticas para cada tipo de polimero.
6.1. Sintesis de PHB

El PHB es el mas sencillo y el més estudiado de los scl-PHAs y, como ya se indicaba
anteriormente, la cepa Cupriavidus necator es el paradigma de microorganismo productor de

este bioplastico (Dawes y Senior, 1973; Schubert ef al., 1988).

La sintesis de PHB tiene lugar en tres etapas. En el primer paso, dos moléculas de
acetil-CoA se condensan para dar lugar a acetoacetil-CoA. Esta reaccion estd catalizada por una
B-cetotiolasa (PhaA) (Masamune et al, 1989). A continuacion el acetoacetil-CoA generado es
reducido estereoselectivamente a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por una acetoacetil-CoA reductasa
dependiente de NADPH (PhaB) (Haywood er al, 1988). Esta reaccion tiene lugar
estereoespecificamente, lo que quiere decir que todo el 3-hidroxibutirll-CoA resultante se
encuentra en configuracion R en la posicion 3. En el altimo paso, una PHB sintasa (PhaC)
polimeriza los monomeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA dando lugar a PHB y liberando CoA
(Peoples y Sinskey, 1989; Stembiichel y Fichtenbusch, 1998). Esta reaccion tiene lugar
unicamente en la superficie del granulo. La formacion de PhaB esta regulada, como ya hemos
indicado, por la concentracion intracelular de acetil-CoA (Steinbiichel y Schlegel, 1991). Bajo
condiciones de crecimiento sin restriccion de nutrientes (fase exponencial de cultivos
discontinuos) se incrementa la cantidad de CoA-SH. Sin embargo, cuando el crecimiento tiene
lugar en condiciones en las que alguno de los nutrientes esta mitado, como por ejemplo
amonio o fosfato, el nivel de CoA disminuye y se favorece la sintesis de PHB (Prieto er al,

2007; Zinn et al., 2001).
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Figura 15. Ruta metabolica de sintesis de PHB.
6.2. Sintesis de mcl-PHAs

Este tipo de polimero lo producen mayoritariamente las bacterias del género
Pseudomonas (Akaraonye et al., 2010). A principios de la década de los 80 se describieron por
vez primera las inclusiones caracteristicas de PHAs en Pseudomonas putida GPol (Smet et al.,
1983). En los anos sucesivos, Witholt y colaboradores clarificaron las rutas metabolicas que
conducian a la generacion de monémeros que formarian parte de los mcl-PHAs (Huisman et

al., 1991).

Hay dos rutas principales implicadas en la sintesis de precursores de mcl-PHAs
(Hugberts et al, 1994). En primer lugar la degradacion de acidos grasos a través de la -
oxidacion, la ruta principal cuando se utilizan acidos grasos como sustrato; y en segundo lugar
la biosintesis de novo de acidos grasos, que es la ruta seguida prioritariamente cuando el

crecimiento tiene lugar a partir de compuestos carbonados simples (Zinn et al., 2001).
6.2.1. Sintesis de PHASs a partir de acidos grasos por B-oxidacion

Los estudios realizados muestran que en las Pseudomonas del grupo 1 de homologia
del RNAr existe una relacion directa entre la composicion del PHA acumulado y el acido graso
utilizado como fuente de carbono. Cuando la fuente de carbono posee una longitud de entre 6
y 12 atomos de carbono, los monémeros de los PHAs acumulados tienen la misma longitud, o
han sido acortados en 2, 4 o 6 atomos de carbono. Este hecho indica que los acidos grasos

pueden incorporarse directamente a los PHAs a través de intermediarios de la B-oxidacion sin
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necesidad de ser degradados totalmente a acetil-CoA. La degradacion de los dcidos grasos por
esta ruta sugiere la eliminacion sucesiva de unidades de 2 atomos de carbono hasta llegar a
acetil-CoA (caso de los dcidos grasos pares) o a propionil-CoA (caso de los impares) (Huisman

et al., 1989; Lageveen ef al., 1988a).

La ruta de B-oxidacion se encuentra altamente conservada en las distintas especies
bacterianas, y ha sido profundamente estudiada y descrita en el microorganismo modelo E. colr
(Black y DiRusso, 1994). En todas ellas, la ruta de degradaciéon de dcidos grasos se encuentra

codificada en el regulon 7ad (Nunn, 1986).

La formacién de PHASs a partir de dcidos grasos comienza con el transporte a través de
la membrana de dichos acidos grasos. En este transito se encuentran implicadas dos proteinas,
FadL. (Black, 1991; Yuan er al, 2008) y FadD. La primera es una proteina de la membrana
externa, y la segunda una acil-CoA sintetasa que activa los acidos grasos a acil-CoA en su paso al
mterior celular (Black et al, 1992; Hume et al, 2009; Olivera et al., 2001a). A continuaciéon
comienza la B-oxidacion propiamente dicha, el acil-CoA se transforma en enoil-CoA en una
reaccion catalizada por una acil-CoA deshidrogenasa (FadE) (Campbell y Cronan, 2002). Este
enoil-CoA se hidrata para dar lugar a 3-hidroxiacil-CoA. En este punto cabrian dos
posibilidades: a) que la PhaCl polimerice el 3-hidroxiacil-CoA a PHA, esta molécula se
encontraria en configuracion S y, dado que la PhaCl polimeriza monémeros en configuracion
R, seria necesaria la participaciéon de una epimerasa que catalice la transformacion de S-3-
hidroxiacil-CoA en R-3-hidroxiacil-CoA (Madison y Huisman, 1999); o b) que el 3-hidroxiacil-
CoA contintie la ruta de B-oxidacion, oxidandose a 3-cetoacil-CoA primero, y finalizando con
una rotura tiolitica, que da lugar a una molécula de acetil-CoA y un acil-CoA con dos atomos

de carbono menos que el dcido graso inicial (Nunn, 1986).

El complejo multienzimético FadBA lleva a cabo varias de estas reacciones (Pramanik ez
al., 1979). Las actividades enzimaticas enoil-CoA hidratasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa,
cis-N-trans-A-enoil-CoA isomerasa y 3-hidroxiacil-CoA epimerasa estan codificadas en el gen

fadB (Yang et al, 1988), mientras que la actividad enzimatica 3-cetoacil-CoA tiolasa esta

codificada en el gen fadA (DiRusso, 1990; Olivera et al., 2001b, 2001a; Yang et al., 1990).

En la ruta de B-oxidacion, cuando el acido graso de partida tiene un ntimero par de

atomos de carbono, la ultima rotura tiolitica da lugar a dos moléculas de acetil-CoA. Si el
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numero de dtomos de carbono inicial es impar, se origina un acetil-CoA y un propionil-CoA

(Lageveen et al., 1988a).

Entre las actividades enzimaticas propias de la B-oxidacion y relacionadas con la sintesis
de PHAs en Pseudomonas destaca la que se refiere a la conversion de los intermediarios (S)-3-
hidroxiacil-CoA en (R)-3-hidroxiacil-CoA. Se han propuesto 3 actividades enzimaticas como
responsables de esta conversion: actividad epimerasa, llevada a cabo por FadB, actividad enoil-
CoA hidratasa catalizada por PhaJ, y/o actividad 3-cetoacil-CoA reductasa a través de FadG.
Aunque algunos trabajos idican que son PhaJ] y FadG las principales responsables de
interconectar la sintesis de PHA con la B-oxidacion (Davis ef al, 2008; Fiedler et al,, 2002; Sato

et al, 2011; Vo et al., 2008), este punto necesita ain ser fehacientemente demostrado.

Las enzimas de la B-oxidacion compiten con las enzimas de la sintesis de PHAs
(polimerasas) por los sustratos. Una disminucion de la B-oxidacion (por ejemplo, por delecion
de los genes que codifican alguna/s actividad/es enzimatica/s de esta ruta) deja mas
mtermediarios metabolicos disponibles para que puedan ser polimerizados (Escapa et al., 2012;
Olivera et al., 2001b; Surtyamongkol et al, 2007). Siguiendo esta estrategia (delecion de los
genes responsables de la B-oxidacién) nuestro grupo de investigacion ha logrado la obtencion

de mutantes superproductores de PHAs (Olivera et al., 2001b, 2001a).
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Figura 16. Representacion esquematica de la ruta que siguen los dcidos grasos hasta que se incorporan como R-3-

hidroxiacil-CoA al mcl-PHA a través de la ruta de B-oxidacion.
6.2.2. Sintesis de PHASs a partir de la sintesis de novo de acidos grasos

El acamulo de PHAs no sélo se produce a partir de acidos grasos, sino que muchos
pseudomonadidos también lo pueden producir a partir de otras fuentes de carbono no
relacionadas, tales como aztcares, glicerol etc. Estos PHAs constan fundamentalmente de
monomeros compuestos por entre 8 y 10 atomos de carbono (Haywood et al., 1990; Timm y
Stemnbiichel, 1990). La evidencia sugeria que estos monémeros se derivaban de intermediarios
de la biosintesis de dacidos grasos y que la composicion de este bioplastico era un reflejo de los

mtermediarios de la biosintesis de dacidos grasos presentes en el interior celular.

Los PHAs obtenidos partiendo de distintos sutratos no relacionados tienen una
composicion similar, lo que llevo a Hugberts y colaboradores a considerar la existencia de un
mtermediario comun en el metabolismo de estos sustratos, que seria el precursor en la sintesis

de los monomeros que constituyen los PHAs. Teniendo en cuenta el papel central que
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desempena el acetil-CoA en el metabolismo de los hidratos de carbono en Pseudomonas sp.,
esta molécula era el intermediario comun mas plausible. Por otro lado, la presencia de acidos
grasos hidroxilados tanto saturados como msaturados en los PHAs, vy el hecho de que siete
monémeros de PHAs (3-hidroxihexanoato, 3-hidroxioctanoato, 3-hidroxidecanoato, 3-
hidroxidodecanoato, 3-hidroxidodecenoato, 3-hidroxitetradecanoato, 3-hidroxitetradecenoato)
también sean intermediarios secuenciales en la biosintesis de novo de acidos grasos, sugeria un
posible vinculo entre la biosintesis de dcidos grasos y la sintesis de PHAs (Huyberts et al,

1992).

La hipoétesis que vinculaba la sintesis de novo de acidos grasos y la sintesis de PHAs, se
vi6 reforzada al observar que, cuando Pseudomonas putida K'1'2442 crecia en glucosa como
unica fuente de carbono, la composicion del PHA acumulado (tanto la longitud como la
presencia de nsaturaciones en los monomeros) variaba exactamente igual que la composicion
de los lipidos de membrana (Huyberts et al, 1992). Los microorganismos sintetizan
membranas con una gran proporcion de acidos grasos insaturados cuando se cultivan a bajas
temperaturas. Este sistema de regulacion parece controlar el estado fisico de las membranas
lipidicas, manteniendo una funcién optima de las mismas a distintas temperaturas de
crecimiento (de Mendoza et al, 1983). De este modo, la proporcion de acidos grasos
saturados/msaturados en los lipidos de P. putida decrece cuando disminuye la temperatura de
crecimiento, y es independiente de la fuente de carbono utilizada (glucosa o decanoato). Se
observé que la composicion del PHA de P. putida KT2442 creciendo en glucosa variaba de la
misma manera cuando se modificaba la temperatura de crecimiento. Todo ello permitio
establecer la participacion de la ruta de sinteis de novo de acidos grasos en la sintesis de PHAs

a partir de fuentes de carbono no relacionadas con los acidos grasos (Hunberts et al., 1992).

La ruta seguida para la sintesis de PHAs a partir de fuentes no relacionadas seria la
sigutente. La fuente de carbono es degradada hasta acetil-CoA a través de la ruta metabolica
correspondiente, y este acetil-CoA se mcorpora a la sintesis de novo de acidos grasos. Los
mtermediarios de la biosintesis de acidos grasos, que son (R)-3-hidroxialcanoatos-ACP, se
convierten a (R)-3-hidroxiacil-CoA en una reaccién catalizada por una acil-ACP:CoA
transacilasa, que se encuentra codificada en el gen phaG (Rehm et al., 1998). De este modo se

obtiene el sustrato de la polimerasa que es incorporado al granulo (Fig. 17).

Es importante senalar que no se trata de un comportamiento biosintético general

seguido por todas las especies de Pseudomonas, ya que algunas estirpes de P. putida como
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Pseudomonas putida Gpol y Pseudomonas putida U no sintetizan ni siquiera trazas de PHAs
cuando se utilizan fuentes de carbono diferentes de los dcidos grasos o de sus inmediatos

precursores, lo que presupone la existencia de mecanismos reguladores que deciden la deriva

de los flujos metaboélicos hacia PHAs o hacia otras funciones.
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Figura 17. Esquema del acimulo de PHA a partir de los intermediarios de la biosintesis de dcidos grasos. En este
proceso, el malonil-CoA se activa por transacilacion a un intermediario ACP. El derivado malonl-ACP se
condensa en una reacciéon catalizada por una cetoacil-ACP sintasa, se reduce, pierde un grupo ceto, se deshidrata,
y se satura para dar lugar al correspondiente (R)-3-hidroxiacil-ACP, que puede ser alargado con cadenas de 2
atomos de carbono. Una transacetilasa especifica presente en la mayoria de Pseudomonas, PhaG, transforma los

intermediarios acil-ACP en (R)-3-hidroxiacil-CoAs.

7. Biogénesis del granulo de PHA

Las mvestigaciones sobre el metabolismo de los PHA durante las tres altimas décadas
han mcrementado considerablemente el conocimiento de proteinas individuales como las PHA
polimerasas, las fasinas, los reguladores especificos PhaD) o PhaR y las despolimerasas (Fuller,

1999; Prieto et al., 1999; Klinke et al., 2000; Sandoval et al., 2005, Sandoval et al. 2007; Rehm,

46



Introduccion

2006; de Eugenio et al, 2010b). Sin embargo, los mecanismos moleculares responsables del
micio de la sintesis de PHA vy el ensamblaje del granulo ain no estin muy claros. La mayoria
de los esfuerzos en este sentido se han realizado con Cupriavidus necator, por lo que la
mformacion de la que se dispone explica como se generan los granulos de PHB en esta cepa. A
continuacion se explican brevemente los tres modelos que se han propuesto en los ultimos 20

anos (Jendrossek y Pfeiffer, 2014):

a) Kl modelo de micela (micelle model), asume que las polimerasas solubles reaccionan
con las moléculas sustrato (tioésteres-CoA de los dcidos hidroxialcanoicos) en el citoplasma;
conforme se sintetizan las primeras cadenas de PHAs, las moléculas del polimero se agregan
por interacciones hidrofébicas dando lugar a la formacion de pequenos granulos de PHAs, en
estructuras del tipo micela. Las polimerasas permanecen unidas a la superficie de los granulos
de PHASs y asi pasan a ser insolubles. Las fasinas y otras proteinas especificas del granulo de

PHAS se unen a la superficie de los granulos durante la formacion de los mismos (Gerngross et

al.,, 1993).

b) El modelo de gemacion (budding model) preconiza que la PHA polimerasa se une a
la membrana citoplasmatica y la cadena de PHB que se empieza a sintetizar se libera en la
bicapa lipidica, a la que se adhiere por medio de interacciones hidrofobicas. Como resultado se
forman moléculas de PHB dentro de la membrana citoplasmatica. En etapas posteriores, los
granulos se despegan de la membrana como vesiculas membranosas, y las proteinas especificas

de la superficie de los PHA se unen a los granulos en formacion (Than er al., 2005).

¢) El modelo de andamio (scaffold model), asume que la PHB polimerasa de los
granulos en formacion, se encuentra unida a una molécula en el interior celular que actuaria
como esqueleto o andamio en este proceso (Than et al., 2005). Este soporte a partir del cual se
forma el granulo seria el nucleoide bacteriano, que se une a la PHB polimerasa por medio de
la proteina PhaM para dar lugar al comienzo de la sintesis de polimero (Bresan y Jendrossek,
2017; Pfeiffer y Jendrossek, 2014). De acuerdo con las dltimas investigaciones llevadas a cabo,
los PHAs estarian recubiertos unicamente por proteinas (y no por fosfolipidos) que se irian

uniendo a las polimerasas y al polimero en formacion (Bresan et al., 2016).

El modelo de gemacion entra en contradiccion con resultados recientes obtenidos
mediante criotomografia electronica, segin los cuales los granulos de PHB se localizan en el
centro celular. En ningin caso se detectaron estos acimulos unidos a la membrana o asociados

a los polos celulares. Por ello se ha propuesto la exclusion de este modelo (Beeby ef al., 2012).
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Por su parte, el modelo en micela estdi intimamente relacionado con la formacion de
estructuras tipo micela entre los hipotéticos fosfolipidos del granulo y el polimero. Si los

fosfolipidos no forman parte de estas inclusiones dificilmente este modelo sera plausible.

Por las razones expuestas, el modelo de andamio parece ser el mas probable, entre
todos los propuestos, para explicar la formacion del granulo de PHB. Es posible que el papel
clave que desempena PhaM en Cupriavidus necator, fijando la polimerasa al nucleoide a través
de residuos lisina, sea llevado a cabo por Phal en Pseudomonas putida, gracias a las
repeticiones AAKP presentes en el extremo C-terminal (Bresan y Jendrossek, 2017; Pfeiffer y

Jendrossek, 2014).

8. Produccién industrial de PHAs

Es dificil recopilar informacion acerca de la cantidad real de PHAs que se produce a
nivel industrial. Existe una diferencia notable entre la publicidad llevada a cabo por las
empresas productoras sobre su capacidad (y publicada habitualmente en prensa) y la
produccion real de PHAs. En muchas ocasiones sélo se da a conocer la capacidad de
produccion. En 2015 Nova-Institute (Alemania) publicé un estudio de mercado sobre
monomeros y polimeros de origen biologico, segun el cual la capacidad de producciéon mundial
de PHA en 2014 ascendia a 32.000 toneladas/ano (Aeschelmann y Carus, 2015). European
Bioplastics prevé que la produccion de PHA se duplique en el periodo 2014-2020 (Khandal et
al,, 2015).

8.1. Produccién global de PHAs

Los primeros esfuerzos serios a la hora de escalar a nivel industrial la producciéon de
estos compuestos se produjeron a raiz de la crisis del petroleo de los anos 70, que cuadriplico
el precio del crudo en tan solo 3 meses. Imperial Chemical Industries (ReinoUnido) consiguid
llevar al mercado en 1983 un polimero compuesto por PHA (PHB-co-PHBV) bajo el nombre
comercial de Biopol. Posteriormente, ICI paso a ser Zéneca (Reino Unido), y durante los anos
90 produjeron P(SHB-co-3HV) por fermentacion bacteriana a escala planta piloto, utilizando
una mezcla de glucosa y acido propionico. En 1996 Zéneca vendié toda la division de negocio
de produccion de PHAs a Monsanto (EE. UU.), que continué las investigaciones comenzadas
por Zéneca sobre sintesis de este polimero en cultivos modificados genéticamente. La

produccion de P(SHB-co-8HV) finalizé en 1999, al no alcanzar el rendimiento esperado para
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que el producto fuera rentable. Los activos de Biopol pertenecientes a Monsanto fueron

adquiridos en 2001 por Metabolix (EE. UU.), una spin-off del MIT (Khandal er al., 2015).

En 2004, Procter & Gamble (EE. UU.) y Kaneka Corporation (Japén) anunciaron un
proyecto entre ambas empresas para el desarrollo de actividades de imvestigacion que
condujesen a la comercializacion exitosa de Nodax (polihidroxibutirato-co-hidroxialcanoatos
(PHBHx, PHBO, PHBOJ)). El objetivo inicial era alcanzar la produccién a escala industrial
de Nodax con un precio de 2 euros/Kg, pero finalmente su desarrollo se detuvo en 2006. En
2007 Meredian Inc. (EE. UU.) adquiri6 la propiedad intelectual de los PHA perteneciente a
P&G vy, recientemente, ha maugurado una planta de produccion de PHA (Khandal er al,
2015).

En 2007, Metabolix y Archer Daniel Midland (EE. UU.) crearon Telles, una jomnt
venture para producir PHAs que llevarian al mercado con el nombre comercial Mirel. Telles
puso fin a su actividad en 2012. Metabolix continué su actividad desarrollando aditivos de PHA

para mezclarlos con plasticos petroquimicos, de acuerdo con su informe anual de 2014.

Finalmente, en la segunda mitad de 2016 Metabolix anunci6 la venta de sus activos y
propiedad industrial relacionada con los PHAs a la multinacional surcoreana CJ Cheil Jedang

que previsiblemente continuara con el negocio de los bioplasticos.

Tabla 2. Algunas de las empresas que producen o estudian la produccion de PHAs actualmente en el mundo.

Biomatera Canada PHBYV (escala piloto)
Biomers Alemania PHB
Bio-On SRL Italia PHA
Biopolis Espafia PHA, fase de desarrollo
Kaneka Corporation Japén Varios PHA
Meredian Inc. EE. UU. Varios PHA
Neol Espafia Varios PHA, fase de desarrollo
PHB Industrial S.A. Brasil PHB
Polyferm Canada Inc. Canada mcl-PHA
Shenzhen Ecomann Biotechnology Co. China Varios PHA
LTD
Tepha EE. UU. Varios PHAs
Tianan Biologic Materials Co. LTD China PHBV
Tianjin Greenbio Materials Co. LTD China PHB
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La empresa china Tianan también ha anunciado su intencién de incrementar la
producciéon de PHA a varios miles de toneladas en los préoximos aiios. Por su parte, la
multinacional quimica holandesa DSM ha mvertido en una planta de PHA junto con una
compania china de produccién de bioplasticos, Tianjin GreenBio-Science Co. La produccién

comenzara siendo de 10.000 toneladas anuales. Kaneka espera alcanzar esa misma cifra para su

produccion en 2020 (Khandal er al., 2015).

La historia de la produccion industrial de los PHA pone de relieve que estos polimeros
no se han posicionado en el mercado como una tecnologia de vanguardia. Sin embargo, ain es
posible reducir los costes de produccion y optimizar ese proceso para que la produccion

industrial de este material sea significativa dentro del mercado del plastico (Koller ez al., 2013).
8.2. Aspectos clave en la optimizacién de la produccién

Actualmente, se estin estudiando varias estrategias para conseguir reducir el coste de
produccion de PHA, y por tanto, lograr que estos materiales sean competitivos en el mercado.
A continuaciéon se exponen algunas de las aproximaciones que se estin estudiando actualmente
y sobre las que se estd trabajando en cada una de las etapas del proceso industrial de

produccién de este biomaterial.
8.2.1. Fuentes de carbono empleadas

Una de las principales razones por las que los PHA no son econémicamente
competitivos a dia de hoy es el elevado precio de las materias primas. De hecho,
aproximadamente la mitad del coste de produccion se debe a la fuente de carbono (Kaur y
Roy, 2015). Tradicionalmente, la produccion de PHA se ha llevado a cabo a partir de sustratos
caros, con un alto valor nutricional, como la glucosa, el almidén o aceites comestibles. Este
hecho se sitda en el centro de la controversia sobre la utilizacion de cultivos y superficies
cultivables para producir bioetanol o bioplasticos en lugar de utilizarlos para alimentacion.
Teniendo en cuenta la hambruna que sufre un gran nimero de personas en todo el mundo, la
produccion a gran escala de PHAs utilizando estos sustratos causaria grandes dilemas éticos.

(Koller et al., 2013; Nikodinovic-Runic et al., 2013).

Este problema se podria solventar mediante la utilizacion de desechos y residuos de
otras industrias, lo cual tendria una doble funcién: la obtencion de una materia prima con
escaso o nulo coste, y la eliminacion de productos de desecho, permitiendo que el proceso sea

considerado como sostenible. Entre los residuos que podrian ser utilizados con este fin caben
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citarse los sueros de las industrias lacteas, los subproductos de la produccion de biodiesel, las
melazas, salvado de trigo o de arroz, gas de sintesis, etc. (Akaraonye et al, 2010; Du et al.,
2012; Oh er al, 2015; Revelles et al, 2016; Van-Thuoc er al, 2008). Teniendo en cuenta el
amplio elenco de microorganismos capaces de producir estos plasticos, y su diversidad
metabolica, es de esperar que alguno sea capaz de utilizar estos subproductos como sustrato

para la produccién de PHA (Solaiman et al., 2006).

Los residuos utilizados como materia prima con fines biotecnoldgicos se seleccionarian
en funcion de la regién del mundo en la que se ubique la planta de produccion, escogiendo

aquellos que estén disponibles en esa zona geografica (Koller et al., 2013).

Otra posibilidad sobre la que se estd trabajando, es la utilizacion de aguas residuales
municipales como sustrato para la obtencion de PHA, empleando para ello cultivos mixtos de

microorganismos (Chen er al., 2014a; Coats et al., 2007; Morgan-Sagastume et al., 2015).
8.2.2. La purificacién de los PHAs

Los PHASs son productos intracelulares, por lo que una vez que las células han sido
separadas del caldo de cultivo, deben ser extraidos de la masa celular que los rodea. Este
proceso de recuperacion entrana un elevado coste que debe ser reducido y optimizado para
que la produccion industrial sea economicamente factible. En este sentido, la extraccion con
solventes tales como cloroformo o carbonato de etileno es ttil a nivel de laboratorio, y permite
obtener PHA muy puros con gran eficiencia. Sin embargo, a escala industrial los solventes de
los que se dispone actualmente presentan varios problemas: son peligrosos, muy
contaminantes, y encarecen notablemente el proceso. Por ello es necesario el desarrollo de
solventes ambientalmente seguros y eficientes. Otras alternativas en el proceso de purificacion
se podrian alcanzar a través de la mejora de los métodos de lisis celular, con fluidos
supercriticos, utilizando técnicas de flotacion, sistemas acuosos de dos fases o incluso radiacion
gamma (Koller ef al, 2013; Kunasundari y Sudesh, 2011). Recientemente, se ha desarrollado
una estrategia que induce la lisis celular al emplear pequenas cantidades de solventes o un
ligero estrés mecanico, utilizando mutantes que incorporan holinas modificadas del fago
lambda (Hajnal er al, 2016). Soluciones de este tipo auguran la existencia de muchas

posibilidades tecnoldgicas que se podrian implementar en un futuro cercano.
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Ademas, el proceso de purificacion de PHAs podria incrementar su valor anadido
utilizando la masa celular sobrante como fertilizante o, tras un proceso de digestién enzimatica,

nuevamente como sustrato (Koller er al, 2013; Kunasundari y Sudesh, 2011).
8.2.3. Disefio del proceso

El incremento de la productividad a través de un diseno 6ptimo del proceso de

fermentacion es fundamental para el desembarco final de los PHA en el mercado.

El primer proceso de sintesis de PHA a escala industrial fue, como ya indicamos, el
llevado a cabo por ICI durante los afios 80 para producir Biopol. En este caso, el sistema de
producciéon era alimentado o en fed-batch. La fermentacion comenzaba con el inéculo de la
cepa productora, C. necator, en un medio con sales y glucosa. Todos los nutrientes se
encontraban en exceso salvo el fosfato. Se anadia una cantidad suficiente de este nutriente para
permitir que el cultivo alcanzase una densidad celular determinada (Byrom, 1987). A partir de
entonces, se iniciaba la alimentacion de la fuente de carbono con el fin de mantener un ligero
exceso de carbono en el medio. La alimentacion se prolongaba hasta que las células alcanzaban

la cantidad adecuada de PHB (Byrom, 1990).

La primera fase de crecimiento de esta fermentacion tenia lugar durante 40-60 h, y
posteriormente la segunda fase de alimentacion se prolongaba hasta alcanzar una duracion total
del proceso de 100-120 h. La operacion se llevaba a cabo tanto en fermentadores de tipo amr-lift
(agitado por aire) como en fermentadores agitados convencionales, que alcanzaban los 220 m”.

De este modo se lograba un peso seco total de células con polimero superior a los 100 g/l

(Byrom, 1990).

ICI también producia el copolimero hidroxibutirato/hidroxivalerato (HB/HV), en cuya
fermentacion se utilizaba como fuente de carbono una mezcla de glucosa y propionato. La
cantidad de HV presente en el polimero final dependia de la proporcion en la que se

suministrase cada uno de los sustratos durante el proceso de alimentacion. (Byrom, 1990).

Actualmente, los sistemas de fermentacién en discontinuo y alimentado son los mas
utilizados para la produccion microbiana de PHA. Sin embargo, el sistema de produccion en
continuo se utiliza habitualmente en procesos industriales por lograr mayor productividad,
menor coste y una calidad del producto constante. Por ello, se esta investigando el potencial de
la produccion de PHA en un sistema de etapa multiple que consta de 5 biorreactores agitados

en continuo y situados en serie (5STR). Desde el punto de vista de la ingenieria de procesos,
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este sistema sustituiria al reactor tubular de flujo continuo. En el primer reactor de la cascada se
establece el crecimiento bacteriano. Posteriormente, el cultivo se alimenta de forma continua
desde el primer reactor a los siguientes donde tiene lugar la acumulacion de PHA en
condiciones limitantes de N. Con C. necator (la cepa con la que se han realizado la mayoria de
estas mvestigaciones) se obtuvo una alta productividad y una calidad del producto elevada y

constante (Atlic et al., 2011; Koller y Braunegg, 2015; Sun et al., 2007).
8.2.4. Ingenieria genética de las cepas productoras

El diseno de cepas modificadas genéticamente con capacidad para sintetizar grandes
cantidades de polimero ha sido hasta el momento, y es atin hoy, una de las principales lineas de
trabajo para alcanzar la escala industrial en la produccion de PHAs. En este sentido la delecion
de los genes implicados en la degradacion de PHAs es la estrategia que ha dado mejores
resultados (Olivera et al, 2001b). También se han desarrollado mutantes que permiten evitar
los “cuellos de botella” metabolicos que mmpiden una conversion rapida y completa de los

sustratos (Koller ef al., 2013; Ouyang et al., 2007a, 2007b).

La evolucion dirigida de la PHA polimerasa permitird obtener nuevas polimerasas mas
procesivas, o modificaciones de las mismas que permitan polimerizar monémeros diferentes.
En este sentido, ya se han obtenido polimerasas capaces de utilizar el lactil-CoA como
monomero para obtener PHAs que contengan lactato (Yang et al, 2013) y, mediante un
complejo proceso de ingenieria metabolica, cepas de E. coli que produzcan poli(D-lactato-co-

glicolato-co-8HB) (Chou et al., 2016).

También es necesario que las cepas productoras modificadas sean genéticamente
estables durante un largo periodo de tiempo bajo las condiciones de cultivo continuo, de tal
modo que su capacidad de acimulo no se vea mermada. Por otro lado, seria conveniente que
resistieran la contaminacién con competidores microbianos, que representan un gran peligro
para todos los parametros de produccion (Braunegg et al, 1998). La utihizacion de especies
extremofilas podria ser una solucion para minimizar el, normalmente indispensable, gasto de
energia que se realiza en la esterilizacion previa al proceso de produccion (Lillo y Rodriguez-

Valera, 1990; Yin et al., 2014).

La mejora en las distintas etapas del proceso puede constituir un avance considerable

hacia una tecnologia respetuosa con el medio ambiente y rentable desde el punto de vista
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economico. Tal y como senalé David Byrom, pionero en esta industria de la mano de ICI, en
dltima nstancia, el desarrollo de una produccion de biopolimero realmente eficiente,
dependera de la colaboracion estrecha entre la industria y expertos de diversos campos
cientificos: microbiologos, ingenieros quimicos, biélogos moleculares, quimicos de polimeros,
gestores empresariales etc., (Byrom, 1990). Esta vision de un abordaje multidisciplinar sigue
hoy plenamente vigente. A la luz de los avances ya realizados, parece previsible que en el futuro
se alcance un modelo de produccion sostenible y, finalmente, el éxito en el mercado con unos

bioplasticos competitivos.
8.3. Un sistema alternativo: produccion de PHAs en plantas

A fhnales de los anos 80 surgié una gran expectacion en torno a la posibilidad de
producir PHB en cultivos con un coste similar al del almidon y al de los aceites vegetales. En
1992 se describié la produccion de PHB en Arabidopsis thaliana (Poirier et al., 1992), y la
mvestigacion para optimizar el proceso de PHA en plantas ha continuado hasta nuestros dias

(Somleva et al., 2013).

Las plantas han abastecido al ser humano de distintos polimeros como la celulosa, el
almidon, la lignina o el caucho que han sido ampliamente utilizados para la fabricacion de
multitud de objetos. Partiendo de esta 1dea e intentando replicar el modelo que tiene lugar en la
naturaleza, se ha propuesto la utilizacién de las plantas como biofactorias para producir PHAs.
La eleccion de los cultivos adecuados, como el Panicum virgatum o “pasto varilla” y el tabaco,
evitaria el posible conflicto que acarrearia el uso de cultivos dedicados al consumo humano
(patata, maiz etc.). De este modo, su produccion en grandes cantidades proporcionaria un
polimero biodegradable partiendo de una fuente renovable, y al mismo tiempo se capturaria

CO3, en un proceso realmente sostenible (Snell er al,, 2015).

Se han realizado distintas aproximaciones para incrementar la produccién de PHAs en
plantas. Asi, se ha tratado de mhibir las enzimas endogenas que compiten por los sustratos con
las de la ruta de sintesis de PHB, como es el caso de la acetil-CoA carboxilasa que compite con
la B-cetotiolasa en los plastos de la cana de aztcar y de Panicum virgatum (Petrasovits et al.,
2013; Snell et al, 2015). En otros trabajos se han expresado en frans enzimas con mayor
actividad, como la acetoacetil-CoA sintasa de Streptomyces también en la cana de aztcar
(McQualter et al, 2015; Snell et al, 2015). También se ha logrado la produccion de PHBV y
mcl-PHA en Arabidopsis thaliana, patata o tabaco, aunque alcanzando cantidades discretas

(Matsumoto et al., 2009; Slater et al., 1999). En muchas ocasiones, la produccion de polimero
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en determinadas localizaciones como el citoplasma celular comporta una alteracién importante
del equilibrio metabélico, conduciendo a la pérdida de biomasa y tamaiio de las plantas o a la
esterilidad de las mismas. Todo ello ha contribuido no solo a aumentar la produccion de
biopolimero plastico, sino a entender mejor la fisiologia vegetal y los flujos metabélicos en
distintos organulos y tejidos vegetales, lo que sera util a la hora de modificar las plantas con

otros fines o para producir otros compuestos (Snell ez al,, 2015).

Por el momento el rendimiento de bioplastico obtenido en plantas (en distintas especies
y diferentes organulos) es muy discreto. El valor mas alto se ha obtenido en la produccion de
PHB en los plastos de Arabidopsis thaliana, con la que se ha alcanzado un valor del 4% del

peso de la planta (aproximadamente 40% del peso seco) (Bohmert et al., 2000).

Aun en el caso de que se consiguiese alcanzar una produccion suficiente de PHAs en
plantas transgénicas, su escalabilidad requeriria, al igual que vimos con la produccion por
fermentacion microbiana, que el proceso de extraccion fuese eficiente, rentable y que utilizase
métodos respetuosos con el medio ambiente (Chen, 2011; Somleva et al, 2013). En este
sentido, s1 bien es clerto que existen varias patentes sobre métodos de extraccion de PHAs en
plantas, el trabajo que se ha realizado es muy hmitado, y es necesario un desarrollo paralelo a la

mejora genética de las plantas (Van Beilen y Poirier, 2008).

9. Aplicaciones biotecnologicas de los PHAs

Se han descrito numerosas aplicaciones para los PHAs, ya sea sustituyendo a los
plasticos petroquimicos o bien para nuevos usos. Entre éstos ultimos se encuentra su utilizacion
como vehiculos de firmacos, como material para la fabricacion de dispositivos médicos, etc. En
buena medida, el éxito comercial de este material dependera de que se encuentren nuevas
aplicaciones de alto valor anadido, que ofrezcan ventajas respecto a los posibles competidores
(biocompatibilidad, revalorizacion de residuos etc.). A continuacién, se enumeran algunas de

las aplicaciones para las que se han utilizado o se podrian utilizar estos materiales.
9.1. Fabricacién de diferentes objetos, envases y envoltorios

Los primeros PHAs producidos a nivel industrial se utilizaron en la fabricacion de
objetos de uso cotidiano, envases y botes de champu, como los que comercializoé la empresa
Wella (Alemania) hechos con el copolimero Biopol de ICI (Weiner, 1997). Posteriormente,

varlas compaiias, entre las que se encuentran Procter & Gamble, Biomers y Metabolix,

[
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desarrollaron los PHAs como films de embalaje para su utilizacion en la fabricacion de bolsas,
articulos desechables como maquinillas de afeitar, envases cosméticos, tazas, embalajes, tapas,

recipientes para articulos termoformados, etc. (Chen, 2009; Clarinval y Halleux, 2005).

Figura 18. Distintos objetos fabricados con PHAs. A y C recoge recipientes y utensilios hechos con PHAs,
comercializados bajo las marcas Mirel (imagen tomada del sitio web de Telles) y Biopol (Lenz y Marchessault,
2005) respectivamente. B, juguetes de playa biodegradables fabricados con Mirel (imagen perteneciente a Zoe B
Organic). D. Film comercializado por Shenzen Ecomann Biotechnology Co LTD (imagen tomada de

WWW.CCOmMdnn.cn.ecCy glaza.net) .

Para poder fabricar este tipo de productos es necesario obtener fibras de PHB que
cuenten con una elevada fuerza tensil. Esta propiedad mecanica puede incrementarse mediante
una cristalizacion isotérmica de las fibras de PHB, llevada a cabo a una temperatura proxima a
la de transicion vitrea, durante largos periodos de tiempo (mas de 24 h) y seguida de una
extension posterior (Tanaka er al, 2007). En ultima instancia estos y otros procesos se han
utilizado para superar la fragilidad de los PHA, y obtener fibras mucho mas fuertes con un

mayor nimero de aplicaciones (Chen, 2009).
9.2. Materiales para bio-implantes y dispositivos médicos

Algunos PHAs, como el PHB, el poli(3-hidoxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBYV), el
poli-4-hidroxibutirato (PAHB), el poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBHHX) vy el
poli-3-hidroxioctanoato (PHO), se han utilizado para desarrollar dispositivos médicos. Entre
ellos encontramos productos finales diversos, como suturas, placas de huesos, mallas

quirtrgicas, dispositivos de reparacion/regeneracion tisular, dispositivos de reparacion de
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cartilago articular, valvulas y dispositivos cardiacos, protesis del tipo estent, andamiaje para
ingenieria tisular, apoésitos para heridas etc. (Bian er al., 2009; Chen y Wu, 2005b; Wang er al,
2010). La modificacion de la composicion monomérica de los PHAs permite obtener
materiales biocompatibles, con propiedades mecdanicas adecuadas en funciéon de su uso, y que

tengan tiempos de degradacion deseables bajo determinadas condiciones fisiologicas (Chen,

2011; Simon F. Williams, 2005).

Figura 19. Dispositivos médicos compuestos por PAHB ya disponibles en el mercado. A, malla quirirgica Tornier

Biofiber®, y B, hilo para sutura ThephaFLEX®. Imdigenes tomadas del sitio web de Tepha (www.tepha.com).

La FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos)
aprob6 en 2007 el TephaFLEX™ de Tepha, compuesto de PAHB, como biomaterial para la
fabricacion de hilo de sutura. Desde entonces, se ha aprobado la utilizacion de este PHA en la
fabricacion de distintos dispositivos médicos y, teniendo en cuenta su éxito, se espera que
pronto otros PHA alcancen la fase clinica (Williams et al, 2013). El gran nimero de PHAs
diferentes que se conocen hasta el momento abre la puerta al desarrollo de nuevos materiales
con los que se puedan disefiar una amplia variedad de bioimplantes con diversas aplicaciones

(Chen, 2009).
9.3. Fuente de 4cidos hidroxialcanoicos quirales

Los acidos hidroxialcanoicos en configuracion quiral R pueden ser utilizados como
mtermediarios en la sintesis de otros compuestos de mnterés para las industrias quimica, médica
y farmacéutica. S1 bien su sintesis quimica es complicada, se pueden obtener a partir de los
PHAs, en los que se han caracterizado mas de 150 monémeros distintos en configuracion R

(Ren et al, 2005; Sandoval et al., 2005).

Entre los compuestos de alto valor que se pueden obtener de este modo se encuentran
los antibioticos carbapenémicos, sintetizados a partir de R-3-hidroxibutirato (3HB), o beta-

lactonas, derivadas de los 3-hidroxialkanoatos (3HA). También se ha documentado el uso de
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otros 3-hidroxiacidos como monémeros quirales para la sintesis de macrolidos (p. ej.

pirenoforina y coletodiol) (Chen y Wu, 2005a).

Los 3HB también se pueden utilizar para sintetizar dendrimeros monodispersos,
biodegradables y que posean un gran numero de unidades funcionales de superficie,
propiedades que los convierten en serios candidatos para la administracion de farmacos m vivo

(Chen, 2011; Chen y Wu, 2005a).
9.4. Fuente de biocombustibles

En el ano 2009, y partiendo de la semejanza aparente entre estas moléculas y los metl
ésteres de dacidos grasos que forman parte del biodiesel, se publicé un trabajo que valoraba el
potencial de algunos derivados de los PHAs como biocombustibles. El calor de combustion es
una de las propiedades que se utilizan para determinar el potencial de un combustible, y en los
metil ésteres del PHB (SHBME) y de los mcl-PHA (SHAME) alcanza unos valores de 20 y 30
kJ/g respectivamente. Por su parte, el etanol tiene un calor de combustiéon de 27 K]J/g, que se
mcrementa hasta alcanzar 30 o 35 kJ/g cuando se anade un 10% de SHBME o SHAME
respectivamente. Por el contrario, la adicion de SHBME y SHAME en n-propanol y n-butanol
conduce a una lhigera reduccion de sus calores de combustion. En cuanto a la utilizacion de los
derivados de PHAs como aditivos de combustibles fosiles, se ha observado que los calores de
combustion de las mezclas SHBMI/diésel (38-50 kJ/g) o SHBME/gasolina (39-44 kJ/g) v
SHAMLE/diésel (41-47 kJ/g) o SHAME/gasolina (46-53 kJ/g) fueron mas bajos que aquellos del
diésel (50 kJ/g) o la gasolina puros (52 kJ/g), aunque razonables para su uso como combustible.
La estimacion, aproximada, del coste de produccion de biocombustibles basados en PHA se
sitia en torno a 1200 US$ (850 euros) por tonelada cuando los PHA se producen a partir de
fangos activados. Este valor es superior al del coste de la gasolina (800USS$ por tonelada, en
China en 2009, ano de publicacion del articulo), pero el incremento del precio del petréleo

podria convertirlos en una alternativa competitiva (Zhang et al., 2009).
9.5. Vehiculos transportadores y liberadores de farmacos

Los homopolimeros o copolimeros de PHA son adecuados para embeber o
microencapsular firmacos. Se trata de materiales hidréfobos, biocompatibles y facilmente
moldeables, que pueden convertirse en microcapsulas, microesferas, nanoparticulas etc., para la
administracion de medicamentos. Se han llevado a cabo ensayos para la dispensacion de

antibioticos, anestésicos, hormonas, vacunas o anticancerigenos microencapsulados con PHAs,
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poniendo de relieve el potencial de esta tecnologia (Nobes et al., 1998; Shrivastav et al., 2013).
El farmaco en cuestién se va liberando paulatinamente y de forma sostenida a lo largo del
tiempo, manteniendo una concentracién adecuada del mismo en el organismo (Abraham et al,

2001).
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Figura 20. Representacion esquematica de la utilizacion de nanoparticulas de PHAs y fasinas para el transporte de

farmacos a tipos celulares concretos. Adaptado de (Yao et al., 2008).

Los dltimos trabajos sobre la utilizacion de PHA para la dispensacion de principios
activos tratan sobre la obtencion de nanoparticulas que puedan dirigirse especificamente a las
dianas terapéuticas correspondientes. El disenio consistiria en nanoparticulas (granulos) de
PHASs que encapsulan el firmaco, y en cuya superficie se embeben las fasinas o las polimerasas
conjugadas con ligandos determinados o receptores (Fig. 20). De este modo, las nanoparticulas
se unirian especificamente al lugar donde se encuentra la diana terapéutica, liberando la dosis
correcta de firmaco en el lugar adecuado, de forma paulatina y sostenida, sin que otros érganos
o tejidos se vean afectados por efectos secundarios (Bartlett er al, 2007; Paik et al, 2005;

Shrivastav et al., 2013; Yao et al., 2008).
9.6. Plataforma para la purificaciéon de proteinas

La produccion de PHA también puede utilizarse para la purificacion de proteinas. Se
ha llevado a cabo la expresion de proteinas de fusion que constan por una parte de la proteina
de interés a producir, y por otra de la fasina PhaF. Al expresar esta proteina en Pseudomonas
putida, las fasinas se dispondran en los granulos de PHAs, con la proteina de interés unida a

éstos. Mediante un sencillo procedimiento de rotura celular y centrifugacion, los granulos de
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PHA con la proteina de interés podrian recogerse facilmente, y dicha proteina se separaria de

los granulos utilizando un detergente (Moldes ef al., 2004).

De este modo se podria llevar a cabo el proceso de producciéon de proteinas de interés
y de alto valor anadido en bacterias, que serian auténticas biofactorias, y dotarlas de este sistema
(sistema BioF) para una sencilla purificacion de las mismas. Los costes de purificacion se
simplificarian y abaratarian notablemente utilizando este procedimiento, que ya ha demostrado
su utihdad en la purificacion de la B-galactosidasa y de CrylAb, toxina biologica que podria

utilizarse como nsecticida (Moldes et al., 2004, 2006).
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Los objetivos que se persiguieron en la realizacion de esta tesis doctoral fueron:

Establacer la secuencia completa de los genes pha en Pseudomonas putida N y en
Pseudomonas putida DOC21, y compararla con la de otras especies pertenecientes al

género Pseudomonas.
Realizar un estudio comparativo de la capacidad para producir PHAs de P. putida N 'y
de P. putida U cuando se cultivan en diferentes medios. Con ello se pretende establecer

la capacidad biosintética de PHAs de ambas cepas.

Disenar y ejecutar distintas estrategias para obtener mutantes superproductores de

PHASs a partir de la cepa P. putida N.

Obtener una cepa de P. putida N con capacidad para producir y acumular en el caldo
de cultivo R-3-hidroxiacidos a partir del polimero acumulado por esta cepa,
mcrementando para ello la actividad despolimerasica.

Evaluar la estabilidad genética de mutantes superproductores.

Obtener una cepa de E. coli capaz de producir mcl-PHAs utilizando los genes de P.

putida U.

Evaluar la capacidad de P. putida N para producir biopolimero a partir de distintas

fuentes de carbono.
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1. Cepas microbianas

Se describe brevemente cada una de las especies bacterianas utilizadas en este trabajo vy,
a continuaciéon, se recogen en la Tabla 3 las cepas empleadas en la realizacion de todos los

experimentos realizados en el apartado Resultados y Discusion.

Pseudomonas putida N

Cepa silvestre de Pseudomonas putida utihizada en el trabajo experimental, cedida por
NEOL Biosolutions S.A. (Granada, Espana), y registrada en la Coleccion Espanola de Cultivos
Tipo como CECT8092. Fue aislada de las mmediaciones de una almazara durante una
busqueda rutinaria de bacterias que acumulasen PHAs. Posee resistencia genémica a

ampicilina.

Pseudomonas putida U

Cepa silvestre de Pseudomonas putida utihizada en el trabajo experimental que
pertenece a nuestra coleccion. Originalmente fue aislada del lodo de un arroyo en la ciudad de
Urbana (Illinois. EE. UU.), utilizando un medio selectivo que contenia m-cresol (Dagley y

Gibson, 1965). Posee resistencia genémica a rifampicina.

Pseudomonas putida DOC21

Cepa silvestre de Pseudomonas putida aislada por nuestro grupo de investigacion a
partir de muestras de suelos proximos a la Universidad de Leon. Se utilizo el DNA extraido de
esta bacteria para secuenciar su c/uster pha. Posee resistencia genomica a ampicilina (Merino et

al., 2013).

Escherichia coi DH10B

Cepa utihizada en los experimentos de transformacion y amplificacion de plasmidos.
Posee una alta eficiencia de transformacion y la capacidad de mantener de forma estable
plasmidos de gran tamano. Esta cepa carece de los sistemas de recombinaciéon homologa y de
los sistemas de restriccion dependientes de metilacion. Los plismidos pueden ser
seleccionados por a-complementacion gracias a la delecion en el gen /acZ, que porta la bacteria

(Durfee et al., 2008).

El genotipo que caracteriza a F. coli DH10B es: ¥, aralD 139, Alara, leu) 7697, AlacX74,
gal U, galK, rpsL, deoR, $80d/lacZAM15, endAl, nupG, recAl, mcrA, A(mrr hsdRMS mcr
BO) (Grant et al., 1990).
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Escherichia coh HB101

Cepa obtenida originalmente por Boyer y Roulland-Dussoix que se deriva de E. coli
K12 (Boyer y Roulland-dussoix, 1969). Se utilhiz6 en los experimentos de conjugacion
triparental como portadora del plaismido pRK600 que contiene la region mob y facilita la

movilizacion de plasmidos desde una cepa donadora a una cepa receptora.

El genotipo que caracteriza a esta cepa es: suplAd, supldb8, hsdS3 (rg” mg’), recAl3,
ara-14, proA2, lacY1, galK2, rpsl.20, xyt5, mtk1.

Tabla 3. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo.

Pseudomonas putida
P. putida N
P. putida N pMC

NEOL Biosolutions S.A.
Este trabajo.

Cepa silvestre. Ap®

Cepa de P. putida N que porta el plasmido
pBBR1MCS-3.

Cepa de P. putida N que porta el plasmido
pBBR1MCS-3 con una copia del gen phaF de P.
putida U.

Cepa de P. putida N con una copia adicional del
cluster pha de P. putida U integrada en su
genoma en el plasmido pK18::mab.

Mutante de P. putida N al que se le han
delecionado los genes fadBA.

Cepa de P. putida N que contiene el plasmido
pBBR1MCS-3 con una copia del gen phaZ de P.
putida U.

Cepa de P. putida N AfadBA que porta el
plasmido pBBR1MCS-3 con una copia del gen
phaZ de P. putida U.

Cepa de P putida N con el gen phaF interrumpido
por el plasmido pK18::maob.

Cepa de P. putida N con el gen ftsZ interrumpido
por el plasmido pK18::maob.

Cepa silvestre. Rf?

P. putida N pMCphaF Este trabajo.

P. putida N pK18pha Este trabajo.

P. putida N AfadBA Este trabajo.

P. putida N pMCphaz Este trabajo.

P. putida N AfadBA Este trabajo.

pMCphaz
P. putida N pK18phaF Este trabajo.
P. putida N pK18ftsZ Este trabajo

Martinez-Blanco et al.,
1990

P. putida U

P. putida AfadBA

P. putida PHA
(mutantes 1-22)

PHA pMC

PHA pMCphaCl

PHA" pMCphaC1*

PHA" pMCphaC2

P. putida U Apha

Mutante de P. putida U al que se le ha
delecionado los genes fadBA.

Mutantes de P. putida AfadBA que han perdido la
capacidad para producir PHAs.

Cepas de P. putida PHA™ que portan una copia del
plasmido pBBR1IMCS-3.

Cepas de P. putida PHA™ que contienen el
plasmido pBBR1MCS-3 con una copia del gen
phaC1.

Cepas de P. putida PHA™ que contienen el
pldsmido pBBR1MCS-3 con una copia mutada
del gen phaC1.

Cepas de P. putida PHA™ que contienen el
plasmido pBBR1MCS-3 con una copia del gen
phaC2.

Mutante de P. putida al que se ha delecionado el
cluster pha completo.

Olivera et al., 2001a

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo

Este trabajo.

Este trabajo.

Sandoval et al., 2007
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Apha pMCphaC1

Apha pMCphaC1*

Apha pMCphaC2

Apha
pMCphaCl*phaC2

P. putida DOC21

Escherichia coli
DH10B

P. putida Apha que contiene el plasmido
pBBR1MCS-3 con una copia del gen phaCl.
Cepas de P. putida Apha que contienen los
plasmidos pBBR1MCS-3 con las copias del gen
phaC1 mutadas.

P. putida Apha que contiene el plasmido
pBBR1MCS-3 con una copia del gen phaC2.

P. putida Apha que contiene el plasmido
pBBR1MCS-3 con una copia del gen phaCl1* y
una copia del gen phaC2.

Cepa silvestre. Ap®

F—, mcrA, Amrr-hsdRMS-mcrBC),

Sandoval et al., 2007

Este trabajo.

Avrias et al., 2008

Este trabajo.

Merino et al., 2013

Garcia et al., 2004

@80dlacZ1M15, AlacX74, deoR, recAl,

endAl, araD139, A(ara, leu)7697, galU galK,
A—, rpsL, nupG.

Cepa de E. coli DH10B que contiene el plasmido
pK18pha

suplA4, suplb8, hsdS3 (rg” mg), recAl3,
ara-14, proA2, lacY1, galK2, rpsl.20, xyk
5, mtl1, Cm®, oriColEloriV, Mob*, posee el
plasmido helper utilizado en las conjugaciones
triparentales.

TcR, fadB interrumpido por Tn10 (Tn10::fadB64).

DH10B pK18pha Garcia et al., 2004

HB101pRK600 Herrero et al., 1990

LE392 pN131 Cedida por Dra. C.
DiRusso
Este trabajo

LE392 pN131 pK18pha Cepa de E. coli LE392 pN131 que contiene el

plasmido pK18pha.

9. Vectores

pGEM®-T Easy (www.promega.es/products/pcr/per-cloning/pgem_t-easy-vector-systems)

Vector comercial suministrado por Promega, que tiene un tamano de 3.015 pb y se
utiliza para la clonacion de los fragmentos obtenidos por PCR. El vector se comercializa
linearizado y posee en cada extremo 3’ una timina libre, de tal modo que no religa consigo
mismo y permite la ligacion directa de aquellos productos de PCR amplificados con
determinadas polimerasas termoestables que anaden una adenina adicional al finalizar la

carrera de amplificacion.

El lugar de clonacion con las timinas libres se encuentra interrumpiendo un gen que
codifica el péptido a de la B-galactosidasa (primeros 146 aminodcidos de esta enzima). De este
modo, cuando se clona un fragmento obtenido por PCR, permite una seleccion blanco/azul de

los transformantes obtenidos en medio de cultivo suplementado con X-gal.
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El fragmento clonado queda, al estar incluido en un sitio de clonacion multiple,
flanqueado por diversos cortes de restriccion, que permiten la extraccion del mismo. Los

productos de PCR quedan bajo el control de los promotores T7 y Sp6.

La seleccion y el mantenimiento de la cepa de E. colf que lleva el plasmido se realiza
suplementando ampicilina al medio de cultivo, puesto que el pGEM-T Easy presenta un gen

que codifica para una B-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina.

PTZ57R/T (www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1214)

Plismido comercial similar al anterior, que tiene una longitud de 2.886 pb, y pertenece
a la multinacional Thermo Fisher Scientific. Al igual que el pGEM-T Easy, se utiliza para la
clonacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR, generalmente como paso previo a su
clonacién en un plasmido de expresion o para secuenciar el DNA. El fragmento clonado queda
flanqueado por distintas dianas de restriccion que facilitan el subclonaje en otros vectores.
Dispone de un gen bla que confiere resistencia a ampicilina, y un sistema de seleccion
blanco/azul mediado por la mterrupcion de la B-galactosidasa, como el de Promega. FEl

producto clonado se puede expresar desde el promotor T7.

pK18::mob (Schifer et al., 1994)

El plasmido pK18::mob tiene un tamano de 3.793 pb, y entre sus caracteristicas cabe
senalar que contiene un gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion, y que
posee la region mob del plasmido RP4, lo que permite su transferencia mediante conjugacion.
Se caracteriza por ser replicativo en L. coli pero no en P. putida, ya que su origen de
replicacion, pMB1, no es reconocido por la maquinaria replicativa de Pseudomonas. Por ello,
este vector se utilizé para llevar a cabo experimentos de obtencion de mutantes por
recombinacién homologa, que integraban el plasmido (y el/los gen/es clonado/s en el mismo)

en el genoma de la cepa de Pseudomonas.

pJQ200 (KS/SK) (Quandt y Hynes, 1993)

Este plasmido consta de 5.217 pb y ha sido utilizado para la obtencion de mutantes por
delecion, gracias a la presencia en el mismo de un gen letal condicional y de un marcador de
resistencia a antibidtico. Dicha resistencia la confiere un gen que codifica para una
acetiltransferasa de gentamicina. Por su parte, el gen letal es el sacB de Bacillus subtilis, que al
ser inducido por sacarosa permite el acimulo de levanos en el espacio periplasmico, lisando las
bacterias gram negativas. Posee el origen de replicacion (or)) P15A del plasmido pACYC184,

unicamente funcional en enterobacterias, e mcorpora el origen de transferencia de RP4 que
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permite la movilizacién del plismido a otras bacterias gram negativas. Este vector también
dispone del sistema /acZa para la seleccion blanco/azul de los fragmentos clonados.
Finalmente, a cada lado del gen /acZ, se encuentran dos sitios multiples de clonacién, de 448

pb, extraidos del plasmido pBluescriptlISK y -KS.

pBBRIMCS-3 (Kovach et al., 1995)

Plismido derivado del vector de amplio rango de hospedador pBBR1IMCS utilizado
para la expresiéon de genes, que consta de 5.228 pb. Es un plismido replicativo en E. coli y en
P. putida, entre otras cepas bacterianas, que se mantiene en el hospedador en un ntimero de
copias bajo. Posee un gen de resistencia a tetracichina. Al igual que otros plasmidos, posee el
gen JacZo. que permite la seleccion blanco azul. Este plasmido también cuenta con una region
de movilizacion mob, por lo que es apto para su utilizacion en experimentos de conjugacion
triparental (necesita de la expresion de las funciones de transferencia RK2 en trans). Es
compatible con los replicones basados en los origenes de replicacion ColEl y Plba, y con

plasmidos pertenecientes a los grupos IncP, IncQ e IncW.

Tabla 4. Plasmidos empleados en este trabajo.

T A . AR N~ T T oA . . A = T
pGEM-T Easy Ap~, oriColEl, lacZa", SP6 T7, promotor lac, Promega (EE. UU.).

clonacién directa de productos de PCR.

pGNfadBA Plasmido pGEM-T Easy con una copia de los  Este trabajo.
genes fadBA de P. putida N.

pBBR1MCS-3 (pMC) TcR 0riBBR1, Mob* lac promotor lacZa, Kovach et al., 1995
vector de expresion de amplio rango de
hospedador.

pMCphaF Plasmido pBBR1MCS-3 que contiene una Sandoval et. al., 2007
copia del gen phaF de P. putida U.

pMCphaz Plasmido pBBR1MCS-3 que contiene una Sandoval et al., 2005
copia del gen phaZ de P. putida U.

pMCphaC1 Plasmido pBBR1MCS-3 que contiene una Este trabajo.
copia del gen phaC de P. putida U.

pMCphaC1* Plasmidos pBBR1MCS-3 que contienen las Este trabajo.
copias mutadas del gen phaCl.

pMCphaC2 Plasmido pBBR1MCS-3 que contiene una Este trabajo.
copia del gen phaC2 de P. putida U.

pMCphaCl*phaC2 Plasmido pBBR1MCS-3 que contiene una Este trabajo.

copia mutada del gen phaC1 y una copia del
gen phaC2 de P. putida U.

pTZ57R/T Ap~,oriColE1,lacZa’, promotor T7, clonacién ~ Thermo Fisher Scientific
directa de productos de PCR. (EE. UU.).
pTZphaCl Plasmido pTZ57R/T con una copia del gen Este trabajo.
phaC1 de P. putida U.
pTZphaC1l* Plasmidos pTZ57R/T con copias mutadas del Este trabajo.
gen phaC1* de P. putida U.
pTZphaC2 Plasmido pTZ57R/T con una copia del gen Este trabajo.
phaC2 de P. putida U.
pJQ200KS Gtm®, orip15A, Mob*, lacZa", sacB. Quandt y Hynes, 1993
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pJQAfadBA Plasmido pJQ200KS que contiene la Este trabajo.
construccién de delecion de los genes fadBA
de P. putida N.

pK18::mob KmR, oriToriV, Mob*, lacZa", sacB. Schafer et al.,1994

pK18pha Plasmido pK18::mob que contiene una copia Garcia et al., 2004
del cluster pha de P. putida U completo.

pK18phaF Plasmido pK18::mob que contiene un Este trabajo.
fragmento interno del gen phaF de P. putida
u.

pK18ftsZDisrup Plasmido pK18::mob que contiene un Este trabajo.
fragmento interno del gen ftsZ de P. putida U.

pRK600 CmR oriColE1, oriV, Mob*, plasmido auxiliar ~ Kessler et al., 1992

utilizado en experimentos de conjugacion.

3. Medios de cultivo

El mantenimiento y cultivo de las distintas cepas se realizé en diferentes medios de
cultivo que se prepararon de acuerdo a las siguientes indicaciones. Todos ellos se esterilizaron

en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Medio LB (Sambrook y Russell, 2001)

Bacto-triptona 10,0 g/l
Extracto de levadura 5,0 g/l
NaCl 10,0 g/l
H,0 destilada hasta 11

Se ajust6 el pH a 7,5 con KOH.

La preparacion de medio solido LB se realizo anadiendo a la composicion anterior agar
(Laboratorios Conda) al 2% (p/v). En el caso de los medios solidos, en algunos experimentos se
anadio el suplemento correspondiente, como sacarosa (VWR BDH Prolabo). En aquellos
medios suplementados con antibidticos (ver concentraciones a continuacion), éstos se
anadieron mmediatamente antes de repartir el volumen de LB en placas Petri, mezclados

adecuadamente con el medio.

Sales del medio minimo de Pseudomonas (MM) (Martinez-Blanco et al., 1990)

Este medio se utilizo exclusivamente para el cultivo de las cepas de Pseudomonas

putida. La composicion de este medio quimicamente definido es la siguiente:
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KH,PO4 13,60 g/l
(NH4)2S0O4 2,00 g/1
MgSO47H,0 0,25 g/l
FeSO47H,0 0,50 g/l
H>0 destilada hasta 11

Se ajusta el pH a 7,0 con KOH. Para la preparacién del medio sélido se aiadié a la
composicion anterior agar al 2% (p/v). Al conjunto de sales que constituyen el medio minimo
es preciso anadirle la/s fuente/s de carbono correspondiente/s a la concentracién/es que
requiera cada experimento (p. €J. acido 4-hidroxifenilacético, Sigma-Aldrich). Dichas fuentes de
carbono se prepararon como soluciones concentradas, se esterilizaron y se anadieron al medio,

Junto con los antibiéticos o suplementos requeridos en cada experimento.

Cuando se estudio la acumulacion de polihidroxialcanoatos, se anadieron diferentes
acidos n-alcanoicos (VWR BDH Prolabo) o n-fenilalcanoicos (Alfa-Aesar, Lancaster) al medio

de cultivo, cuyos mtermediarios metaboélicos eran susceptibles de ser polimerizados.

Medio @ (Sandoval, 2005)

Bactotriptona 20,0 g/1
Extracto de levadura 5,0 g/l
KCl 7,5 g/l
MgSO4 4,0 g/l
H>0 destilada hasta 11

Se ajust6 el pH a 7,6 con KOH.

Los medios de cultivo se suplementaron, en funcion del experimento a realizar, con
distintos aditivos. Entre los que se anadieron a los medios de forma habitual se encuentran los
antibioticos, empleados generalmente como marcadores de seleccion a las concentraciones
finales indicadas en cada caso: rifampicina (5 pg/ml medio liquido, 20 pg/ml medio sélido),
ampicilina (Ap, 100 pg/ml), kanamicina (Km, 12,5 pg/ml medio liquido y 25 pg/ml medio
sohido), cloranfenicol (Cm, 30 pg/ml), tetraciclina (T, 37,5 pg/ml medio liquido y 75 pg/ml
medio so6lido) y/o gentamicina (Gtm, 30 pg/ml). Todos ellos se adquirieron a Sigma-Aldrich. Se
prepararon en soluciones concentradas (1.000X), se esterilizaron por filtracion y se
almacenaron a -20 °C. La solucion concentrada de rifampicina se prepara en metanol, la de

cloranfenicol en etanol y la del resto de antibioticos en HoO MilliQ.
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En funcién de los experimentos, estas concentraciones sufrieron variaciones. En el
apartado Resultados y Discusion se indican las concentraciones empleadas en cada caso

concreto.

También se utilizé el 1sopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) como inductor de la
expresion de aquellos sistemas que se encuentran bajo el control de un promotor del tipo /facl,
evitando utilizar la lactosa que es el inductor original, pero que tiene el inconveniente de ser
metabolizable. Por cada ml de medio se anadieron 0,7 pl de una solucion 100 mM preparada

en HoO MilliQ. La concentracion final en el medio de cultivo fue de 70 pM.

Otro de los aditivos comtinmente empleados fue el 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-
galactopiranosido (X-Gal), que permite la seleccion blanco/azul de aquellas colonias que
contienen vectores capaces de expresar el péptido a de la proteina LacZ. Se suplemento el X-
Gal a razén de 1,7 pl por cada ml de medio, partiendo de una disolucién maestra de 20 mg de
X-Gal/ml en dimetilformamida, alcanzando asi una concentracion final en el medio de cultivo

de 34 pg/ml.
4. Mantenimiento y cultivo de los microorganismos

Para periodos cortos de tiempo (un mes maximo), se mantuvieron las cepas en placas
de Petri a 4 °C y adecuadamente selladas con Parafilm™. La conservacion de las cepas a -80 °C

se llevo a cabo en criotubos con una disolucion al 509% de glicerol y medio LB.
4.1. Cultivo en medio sélido

El cultivo de las cepas de . coli se llevo a cabo en placas Petri con medio LB solido a
37 °C. Por su parte, las cepas de P. putida N, de P. putida U y de sus diferentes mutantes se
cultivaron a 30 °C en el medio correspondiente, y se conservaron en placas con MM
suplementado con acido 4-hidroxifenilacético como fuente de carbono. En todos los casos, los

medios disponian de los aditivos y antibioticos correspondientes.
4.2. Cultivo en medio liquido y curvas de crecimiento

Para realizar cultivos en medio liquido usualmente destinados a estudiar la cinética de
crecimiento bacteriano, o a determinar el acimulo de PHAs, la cepa objeto de estudio se
sembr6 en medio sélido. Una vez que el cultivo habia crecido en medio solido, se recogieron

las células, resuspendiéndolas en H,O MilliQ. A partir de las suspensiones celulares obtenidas
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se procedio a mocular P. putida o E. coli en los diferentes medios liquidos. Cada matraz
Erlenmeyer, que contenia el medio deseado (1/5 del volumen del matraz), se inocul6 con el
volumen necesario de esta suspension bacteriana para que la absorbancia a iempo 0 h (medida
a 540 nm con un espectrofotometro Beckman DU-640) fuese 0,05. Los matraces se incubaron
en un agitador orbital Innova 4330 (New Brunswick Scientific) a 250 rpm y a 30 °C (P. putida)
o 37 °C (F. col) durante el tiempo requerido para cada experimento. Las curvas de
crecimiento bacteriano se obtuvieron midiendo la absorbancia de la suspension de células a
540 nm a los intervalos de tiempo requeridos en cada caso. Para ello, se realizaron las
diluciones adecuadas para que los valores se mantuviesen siempre en el rango de absorbancia

comprendido entre 0,2-0,9.

Para los experimentos de acumulacion de polihidroxialcanoatos, los matraces
Erlenmeyer utilizados fueron de 2.000 ml con 500 ml de medio minimo. A estos matraces se
les anadié una suspension bacteriana, a partir de matraces crecidos previamente (indéculo) que
contenian 100 ml de medio minimo, y que habian sido preparados tal y como se indico

anteriormente (andlisis de curvas de crecimiento).

5. Métodos generales para el analisis y/o tratamiento de las muestras de
DNA

A continuacion se indican los protocolos utilizados habitualmente para manipular los
fragmentos de DNA. En general se siguieron los protocolos descritos por Sambrook vy
colaboradores (Sambrook, 2001). En todos los casos es importante mantener la esterilidad y
tomar las precauciones necesarias para evitar la contaminacién de los reactivos y materiales

(H20, tubos eppendort, puntas de micropipeta etc.).
5.1. Determinacion de la concentracién y pureza del DNA

Reactivos

- Tampoén TE: Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM.

Procedimiento

El método usado consistié en la medida directa de la concentracion de la muestra en un
espectrofotbmetro NanoDrop® ND-1000. De acuerdo con el fabricante (Thermo Fisher
Scientific Inc.) 1 pl de la muestra es suficiente para garantizar una medida adecuada de las

muestras de acidos nucleicos en solucion acuosa, si bien se recomienda la utilizacion de 1,5-2 pl
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para garantizar que la muestra forme completamente la columna liquida que ha de interponerse

al haz de luz.

La medida de la concentracion y la pureza de las muestras de DNA se realizé6 midiendo
la absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm, previa dilucion de las muestras en agua
estéril o en tampoén TE (en funcion de la concentracion esperada de la muestra). Se ha
determinado experimentalmente que a una longitud de onda de 260 nm una unidad de
absorbancia corresponde a una concentracion de 50 pg/ml (Davis ef al. 1986). La pureza de la
muestra viene determinada por la relacion entre los valores de las absorbancias medidas a 260 y

a 280 nm, considerandose el DNA como “puro” cuando esta relacién se encuentra en torno a

1,8 (Sambrook et al. 2001).
5.2. Digestion de fragmentos de DNA con enzimas de restriccién

Las digestiones de fragmentos de DNA con enzimas de restriccion se llevaron a cabo
utilizando las soluciones amortiguadoras y las condiciones recomendadas por los diferentes
proveedores de cada enzima (Takara, Thermo Scientific (anteriormente Fermentas) etc.). Es
recomendable leer previamente las indicaciones del fabricante, que se adjuntan con cada

enzima o que pueden ser consultadas a través de su sitio web.
Cada reaccion se prepar6 de acuerdo a las siguientes indicaciones:

X pg de DNA en H,O MilliQ.
Tampon de digestion (10X).
1-3 unidades de la endonucleasa de restriccion/pg de DNA.

H,0O MilliQ hasta completar el volumen de digestion.

El volumen final nunca fue inferior a 20 pl en digestiones realizadas solo con una
enzima (simples) ni inferior a 30 pl en aquellas digestiones realizadas simultineamente con dos
enzimas (dobles), ya que la concentracion de glicerol en la que se conservan las enzimas podria

mhibir parcialmente la catalisis enzimatica.

La mezcla de reaccion se incubo a la temperatura adecuada para cada enzima, durante
2-3 h. En otros casos, cuando la estabilidad de la(s) enzima(s) asi lo requeria, se anadia al

ensayo de reaccion albimina sérica bovina (BSA) (10X).
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5.3. Desfosforilacion del DNA

La desfosforilaciéon eficaz del DNA se llevé a cabo disolviendo, en primer lugar, el
DNA en una mezcla de HoO MilhiQ (45 pl) v tampon de fosfatasa 10X (5 pl). Para ello, se
calent6 la muestra en un 7hermoblock a 65 °C durante 10 minutos, asegurando asi la completa
disolucion y la relajacion del DNA. Una vez disuelto, se dejé enfriar a temperatura ambiente. A
continuacion se anadié la fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP, Roche) o de gamba

(SAP, Promega) (5 unidades). La reaccion se incub6 durante 60-90 minutos a 37 °C.

Cuando se utilizoé SAP, la enzima se inactivo a 65 °C durante 15 minutos. Tanto en las
reacciones llevadas a cabo con SAP como con CIAP, la enzima se eliminé mediante
fenolizacion. La precipitacion se realizé a -20 °C con 1/10 de volumen de acetato sodico 3 M,

pH 6,5 y con 2,5 volumenes de etanol frio.
5.4. Ligaciéon de los fragmentos de DNA

La ligacion de fragmentos de DNA, ya sean obtenidos por PCR o por digestion, se
realizo utilizando la DNA ligasa del fago T4 (Takara o Thermo Fisher Scientific). Esta enzima
cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre los extremos 3’ y 5 fosfato del DNA,
necesitando para ello ATP y Mg®". Las ligaciones se llevaron a cabo atendiendo a las siguientes

indicaciones:

1. Las concentraciones (ng/ul) del plismido y del DNA utilizado como inserto se

cuantificaron utilizando un espectrofotometro Nan()Dr()p® ND-1000.

2. Se aplico la siguiente ecuacion para determinar las proporciones optimas de DNA
del inserto y del plasmido:

(longitud nserto/longitud plasmido) x ng vector x 3 = ng inserto

3. La reaccion se prepara en un volumen final de 10 ul. A la cantidad adecuada de
plasmido e inserto se anade 1 pl de tampén de ligasa (10X) y 1 unidad de DNA
ligasa del fago T4. Se completo6 el volumen hasta 10 ul con H,O MilliQ.

4. La mezcla de reaccion se incub6 a 16 °C durante toda la noche (aprox. 12 h). En el
caso de las ligaciones en el plasmido pTZ57R/T, se llevaron a cabo a 22 °C durante

1 hy posteriormente a 4 °C toda la noche (aprox. 12 h).
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5. Lareaccion de ligacion se transhirié a la cepa F. coli DH10B siguiendo un protocolo

de transformacion por choque térmico.
5.5. Anilisis de las muestras de DNA mediante electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de DNA (digestiones, PCRs, etc.) se separaron en funcién del tamarno de
los fragmentos mediante electroforesis en geles de agarosa. La concentracion del gel se
modifico dependiendo del tamano del fragmento de DNA que se pretendia visualizar. En
general, para aquellos fragmentos de entre 500 pb y 3,5 Kb se utilizaron geles al 1% en agarosa.
Cuando los fragmentos fueron mas grandes, se disminuyé la proporcion (0,7%) y cuando

fueron mas pequenos se incremento (llegando al 2%.).

Materiales y reactivos:

- Tampoén de carga: Suministrado por Takara (azul de bromofenol 0,05%, SDS 0,9%,
0,25% vy ghcerol 509%) o Thermo Fisher Scientific [Tris HCI (pH 7,6) 10 mM, azul
de bromofenol 0,03%, azul de xileno 0,03%, glicerol 609%, EDTA 60 mM)].

- TAE 50X: Tris base 242 g; dcido acético glacial 57,1 ml; EDTA 0,5 M pH 8,0 100
ml; agua destilada hasta 1 1.

- Bromuro de etidio: Solucién 10 mg/ml en agua; se conserva protegido de la luz a 4

OC.

Procedimiento
La preparacion de los geles se llevd a cabo fundiendo la agarosa en TAE 1X en un
microondas, y anadiendo aproximadamente 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Este agente

intercalante se une al DNA permitiendo su visualizacién en un transiluminador de luz UV.

Las muestras se mezclaron con tampon de carga antes de proceder a depositarlas en los
pocillos del gel. El tampén de carga incrementa la densidad de la muestra, favoreciendo que
quede comprendido en el pocillo de agarosa. El volumen del tampon de carga utilizado vario
en funcion de la concentracion al que lo distribuya el proveedor (1/10 del volumen final de la

muestra en el caso de Takara y 1/6 en el caso de Thermo Fisher Scientific).

Junto a las muestras siempre se carga un marcador de peso molecular que indique el
tamaiio de los fragmentos de DNA que se separan por electroforesis. El marcador de tamano
utilizado fue el producto comercial de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) 1 kb Plus DNA
ladder®.
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Los geles de agarosa se depositaron en una cubeta de electroforesis (BIO RAD) y se
cubrieron, hasta quedar sumergidos, con buffer TAE. Se utiliz6 una fuente de alimentacién
BIO RAD PowerPac Basic™, configurando una diferencia de potencial de 100 V que se

prolongaria durante un periodo de tiempo variable en funcion de las muestras a separar.
5.6. Aislamiento del DNA genémico de Pseudomonas putida

El DNA genomico de P. putida se aislé6 mediante una extraccion fenol-cloroformo. La
purificacion del DNA a partir de un lisado celular requiere la extraccion del mismo de una
mezcla de moléculas, entre las que abundan las proteinas. El fenol desnaturaliza estas proteinas,
y su eliminacion es mas eficiente cuando se utilizan dos solventes organicos. La adicion de
alcohol 1soamilico permite reducir la formacion de espuma, y contribuye a la inactivacion de la

RNasa y a la elimimacién de las moléculas de RNA (Sambrook y Russell, 2001).

Reactivos:

- Fenol: cloroformo: alcohol 1soamilico: Mezcla de fenol (equilibrado con tampon
Trns-HCl pH 8,0) cloroformo y alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1,
respectivamente.

- Cloroformo: alcohol 1soamilico (CIA): Mezcla de cloroformo y alcohol 1soamilico
en una proporcion de 24:1.

- Solucion GTE (Solucion de lisis 1): Tris-HCI 25 mM pH 8; glucosa 50 mM; EDTA
10 mM pH 8.

- Fenol neutro: El fenol puede adquirirse al fabricante directamente liquido y
equilibrado a pH 8. El fenol solido o el liquido que no se encuentre equilibrado a
pH 7,8-8 debera equilibrarse antes de ser utilizado para la extraccion de los acidos
nucleicos. En nuestro caso se sigui6 el siguiente procedimiento:

1. El fenol se funde a 68 °C y se anade 8-hidroxiquinoleina a una concentracion
final de 0,19%. La hidroxiquinoleina protegera el fenol de la oxidacion.

2. Se anade un volumen de tampoén Tris-HCI 0,5 M pH 8,0 y se mezcla durante
15 min. Se deja reposar y una vez que las dos fases se hayan separado, se elimina
la mayor cantidad posible de tampon.

3. Se repite el paso anterior empleando en esta ocasion un volumen de tampon
Tris HC1 0,1 M pH 8,0.

4. Anadir un décimo de volumen de tampoén Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 con 0,2%

B-mercaptoetanol y conservar a 4 °C.
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- TE: Tns-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0.
Procedimiento:

Cultivo
1.- Se realiz6 un cultivo de Pseudomonas putida (N o U, segun el caso) en 50 ml de

medio LB liquido, suplementado con el antibiético correspondiente. Se incuba durante 12 h

(toda la noche) a 30 °C y 250 rpm.

Lisis celular

2.- Se centrifugd el cultivo para recoger las células a 4000 x g durante 10 minutos en una
centrifuga previamente refrigerada a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y las células precipitadas
se resuspenden en 20 ml de solucion GTE (glucosa Tris EDTA). Se anadieron 20 mg de
lisozima para favorecer la disolucion de la pared bacteriana y se mezcla bien la suspension final.

Se incuba a 37 °C durante 30 min.

3.- Se anadieron 2 ml de SDS 109 para obtener una soluciéon final al 19. La mezcla se
mcub6 durante 15 min a temperatura ambiente. E1 SDS permite la lisis de las células y separa

las proteinas del DNA.

Tratamiento del lisado

4.- A continuacién, se anadieron 300 pl de protemasa K (10 mg/ml). La proteinasa K
facilita la eliminacion del elevado numero de proteinas presentes en el lisado celular
desnaturalizando las mismas. Ademads, evita que las nucleasas presentes en el lisado o en el

ambiente degraden el DNA que se esta extrayendo. Se incub6 30 minutos (como minimo) a 37

°C.

5.- Posteriormente, se anadieron 550 pl de NaCl 4 M, para alcanzar una concentracion

en el volumen final de 0,1 M.

Extraccién por fenol:cloroformo

6.- La extraccion se llevo a cabo realizando en primer lugar un lavado con un volumen
de fenol neutro (el fenol tiene que estar equilibrado a pH 8). A continuacién, se llevaron a cabo
otros dos lavados con un volumen de fenol:cloroformo. Por dltimo, se realizoé un cuarto lavado
con un volumen de cloroformo: alcohol 1soamilico. En cada lavado se centrifugd la mezcla a
12.000 rpm para separar ambas fases, conservando la fase acuosa (superior), en la que se

encuentra el DNA, y descartando el solvente organico.
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7.- Se anadieron 2,5 volimenes de etanol absoluto frio (-20 °C) paulatinamente, de tal
modo que el etanol y la fase acuosa no se mezclasen abruptamente. Las dos fases se mezclaron
suavemente por mversion del tubo Eppendorf para lograr que el DNA precipitase en forma de
ovillo. Con ayuda de una pipeta Pasteur, previamente cerrada en su extremo mas fino, se

recogi6 el ovillo.

8.- Se realizo un lavado del DNA asi precipitado con etanol frio al 70% (-20 °C) para

eliminar el exceso de sales y posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente.
9.- Una vez seco, el DNA fue resuspendido en 5 ml de TE.

5.7. Aislamiento de DNA plasmidico de Escherichia coll: minipreparaciones

Se utilizaron productos comerciales (Promega o Qiagen) que permiten la purificacion
de DNA plasmidico de forma sencilla y rapida, tanto a pequenia como a gran escala. En estos
casos, se siguieron las mstrucciones descritas por el fabricante. El fundamento de los protocolos
seguidos en estos productos comerciales es el mismo que el desarrollado por Birnboim y Doly

(Birnboim y Doly, 1979) en su protocolo de la lisis alcalina:

1. Los cultivos bacterianos llevados a cabo en tubos falcon (10 ml de cultivo) se
centrifugaron a 10.000 x g para recoger las células que contienen el plasmido. El

cultivo se realizo a 37 °C, 250 rpm durante 8-12 horas (toda la noche).

2. Se resuspendio el precipitado en la solucion de resuspension, que contiene

RNasa.

3. Las bacterias se sometieron a una lisis alcalina, anadiendo la solucién de lisis,

que destruye la pared bacteriana y lisa las células en presencia de SDS.

4. Se anadio proteasa alcalina, que degrada la abundante cantidad de proteinas

presentes en la solucion.

Se neutralizo la lisis y la degradacion con una solucion de neutralizacion que

<2

contenia acetato potisico pH 6-6,5.

6. Los restos celulares (DNA genémico y proteinas) se separaron por
centrifugacion, quedando precipitados en el fondo del tubo. Se recogio el

sobrenadante que contiene el plasmido.
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7. El DNA plasmidico se retuvo especificamente mediante interacciones

hidrofobicas en una columna con una membrana de silice.

8. Se lavo la columna con etanol para eliminar restos de otras moléculas. Se

eliminaron los restos de etanol por centrifugacién de la columna.
9. EI DNA se eluy6 con agua MilliQ o TE (aprox. 50 ul).
5.8. Recuperacion del DNA de los geles de agarosa

La extraccion del DNA de los geles de agarosa en los que dichas muestras de DNA se
habian separado por electroforesis se realizé6 utilizando el kit comercial QIAquick Gel
Extraction Kit de Qiagen. El fragmento de agarosa escindido del gel que contenia el DNA se
disolvié en una solucién salina a 55-60 °C. Posteriormente, la purificacion se realizo utilizando
las columnas de las que dispone el producto comercial, que contienen una membrana de silice

que retiene el DNA mediante interacciones hidrofébicas.
5.9. Transformacién de F. coli

La transformacion de E. coli se llevo a cabo siguiendo un protocolo de choque térmico.
Para ello, es necesario que las células sean competentes, es decir, que puedan incorporar DNA

exogeno. El protocolo para la obtencion de células competentes se detalla a continuacion.

Obtencién de células competentes: método del cloruro de rubidio
La obtencion de células competentes se llevo a cabo mediante el método del cloruro de
rubidio, descrito por Douglas Hanahan, y que proporciona células FE. coli competentes con una

alta eficiencia de transformacion (Hanahan, 1983).

Reactivos

Solucion TFB1:

- RbCl 100 mM - H,O MilliQ hasta 500 ml

- MnCl, 50 mM - Ajustar pH a 5,8 con dcdo

- Acetato potdsico 30 mM acético 0,2 M y esterilizar por

- CaCl, 10 mM filtracion.
- Glicerol 15% (v/v)
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Solucion TFB2:

- MOPS 10 mM pH 7 - Glicerol 15% (v/4)

- RbCI 10 mM - H,O MilliQ hasta 50 ml

- CaCly 75 mM - Ajustar pH a 6,8 con NaOH vy

esterilizar por filtracion.

Procedimiento:

Cultivo de E. coiDH10B

1. Se sembro la cepa E. coli DH10B en placa Petr1 de medio LB solido, y se cultivo a
37 °C durante 12-14 horas.

2. Partiendo de una colonia aislada de E. colf DH10B, se siembro un matraz con 100
ml de medio @, que constituia el preindeulo. Se incubod a 37 °C y 250 rpm hasta
que alcanzo un crecimiento suficiente para inocular 2 matraces (2,5 1) con 500 ml de
medio @ cada uno.

3. Los matraces se incubaron a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una absorbancia
medida a 600 nm de 0,4-0,5. Una vez alcanzado este valor los matraces y su
contenido se refrigeraron en hielo durante 30 minutos.

4. Las células se recogieron por centrifugacion a 5.000 x g y 4 °C durante 5 minutos.

Tratamiento para que las células adquieran el estado de competencia

.

Las células asi precipitadas se resuspendieron en 500 ml de la solucion TFBI, y se

mcubaron en hielo 30 min.

La suspension celular se centrifugdé de nuevo a 5.000 x gy 4 °C durante 5 minutos.
Fl precipitado celular se resuspendié en 50 ml de la solucion TFB2 y se incubo

durante 15 min en hielo.

Se repartieron 200 ul de la solucién resultante (células competentes) en tubos
Eppendorf de 1,5 ml. El proceso se llevo a cabo en hielo y en campana de flujo

laminar en todo momento. Las células se congelaron a -80 °C.

Procedimiento de transformacién

Para la transformacion de las células competentes de F. colr se siguio el correspondiente

método descrito también por Hanahan (Hanahan, 1983):
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G

Se anadio el plasmido con el que se quiere transformar £. coli a un volumen de 200
ul de células competentes (que una vez extraidas de -80 °C se mantenian en hielo).
La mezcla se incubo en hielo durante 30 minutos, para permitir que el DNA se

adhiriera a la superficie de las células.

Las células se sometieron a un choque térmico. Para ello se sumergié el Eppendorf
colocado en un baino de agua a una temperatura de 37 °C durante 2 minutos. La
membrana de las células, que han sido tratadas para favorecer su permeabilizacién,

se relaja permitiendo el paso del plasmido al interior celular.

A continuacion se enfrié el Eppendort con las células competentes en hielo durante

2 minutos, para que la membrana vuelva al estado original.

Se anadieron 800 pl de medio LB fresco, y se incubaron las células a 37 °C durante
I h a 250 rpm. Las células que hayan incorporado el plismido comenzaron a

dividirse, a replicar el plasmido y a expresar la resistencia al antibiético.

Se sembraron alicuotas de 200 pl en placas de LB solido que contenia el antibidtico

utilizado como marcador de selecciéon del plasmido.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 12 horas, tiempo al cabo del cual se
observaron las colonias transformantes. La eficacia de transformacion obtenida por

este método fue del orden de 5 x 10® transformantes/ pg de DNA plasmidico.

5.10. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa permite la amplificacion de

fragmentos de DNA (Mullis e al, 1986). Para ello se utilizan dos oligonucle6tidos, cada uno
situado en un extremo de cada una de las hebras de DNA del fragmento que se desea
amplificar. La elongacion a partir de estos oligonucledtidos se realiza con una enzima con
actividad DNA polimerasica. La sucesion de ciclos de desnaturalizacion del DNA, anillamiento
de los oligonucleotidos y extension de los mismos llevada a cabo por la DNA polimerasa,
variando la temperatura, permite la obtencion de un gran nimero de copias del fragmento de

DNA de interés.

Reactivos:

Tampon de la polimerasa: Proporcionado por el fabricante junto con la enzima

(Biotools).
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- MgCly: Suministrado por Biotools.

- Desoxinucle6tidos (ANTPs): Solucion a una concentracion 10 mM adquirida a
Biotools.

- Olgonucledtidos: Fragmentos de DNA (generalmente de entre 14 y 30
nucledtidos), disenados sobre la secuencia de DNA de mterés. Fueron
proporcionados por Biomers y Roche. Se indica la secuencia de los
oligonucleotidos empleados en este trabajo en la Tabla 5.

- DNA polimerasa: En los experimentos llevados a cabo se utilizaron dos tipos de
DNA polimerasa:

Tag polimerasa: enzima aislada originalmente de la bacteria termofila 7Thermus
aquaticus, y cuyo producto comercial es una variante modificada de la enzima
homonima de 7hermus sp. (Biotools, B&M Labs, S.A.). Se caracteriza por ser una
polimerasa termoestable, de alta procesividad (hasta 5 Kb de DNA) y que no
dispone de actividad correctora de copia. Esta enzima anade siempre al final de la
carrera de amplificacion una adenina, razon por la que los plasmidos de clonacion
comerciales tipo pGEM-T Easy o pTZ57R/T tienen una timina libre en sus
extremos 5,” que facilita la clonacion directa de los productos de PCR.

Phu polimerasa: enzima procedente de Pyrococcus furiosus (Promega). Se
caracteriza por poseer actividad correctora de copia. Los fragmentos amplificados
con esta enzima tienen extremos romos, es decir, esta polimerasa no anade una
adenma al final de cada carrera de amplificacion. Es capaz de amplificar 1 Kb de

DNA cada 2 minutos, aproximadamente.

Los reactivos necesarios para llevar a cabo la PCR deben de encontrarse a las
concentraciones adecuadas para que el proceso tenga lugar de forma 6éptima. Es necesario el
concurso de un exceso de oligonucleotidos, de tal modo que una vez producida la
desnaturalizacion del DNA sean los oligonucleotidos quienes anillen con las hebras de DNA, y
no la hebra complementaria. Es necesaria una cantidad suficiente de polimerasa, 7aq
polimerasa o una mezcla de 7aq polimerasa y Pfu polimerasa, para incrementar la fidelidad de
copia. También es preciso mcorporar desoxinucledétidos que puedan ser incorporados por la
polimerasa para la sintesis del DNA. Fialmente, y para el adecuado funcionamiento de la
polimerasa es necesario anadir un tampéon de la polimerasa y MgCl, como cofactor de la

enzima.
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La reacciéon se puso generalmente en un volumen final de 50 ul y los diferentes
reactivos se utilizaron a las siguientes concentraciones finales: tampon de la polimerasa 1X (5 pl
de stock 10X), MgCly, 2 mM (4 pl de stock 50 mM), dNTPs 0,4 uM (2 ul de stock 2,5 mM),
oligonucleotidos directo y reverso, cada uno 0,4 mM (10 pl de stock 2 uM), DNA 2,5 ng/ul (5
ul de stock 25 ng/pl) y DNA polimerasa 1 unidad (1 pl). Cuando se requeria un incremento en
la fidelidad de copia, se anadio 0,5 pl de Pfu polimerasa (2-3 unidades/pl). El volumen, hasta
50 ul, se completo con HoO MilliQ. En ocasiones fue necesario modificar la concentracion de

alguno de los reactivos o anadir algin otro (DMSQO para prevenir, por ejemplo, la formacion de

estructuras secundarias).

Las PCR se llevaron a cabo en termocicladores Amp PCR Sistema 2400 de Perkin
Elmer, en el modelo 2720 de Applied Biosystems y en el MJ muni Gradient de Bio-Rad.

Las condiciones (temperatura y tiempo) a las que se llevaron a cabo las distintas etapas
de la reaccion fueron las siguientes:

- Una desnaturalizacion inicial del DNA molde a 95 °C durante 2 minutos.

- A continuaciéon se repitieron 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30
segundos; anillamiento de los oligonucle6tidos a una temperatura que dependio de
la longitud y composicion de bases nitrogenadas de los propios oligonucledtidos, y
generalmente durante 10 segundos; y extension llevada a cabo habitualmente a 72
°C (temperatura 6ptima de la 7aq polimerasa) durante un tiempo que varié en
funci6n de la longitud del fragmento de DNA a amplificar. Cabe senalar que la 7aq
polimerasa es capaz de amplificar 1 Kb de DNA por minuto.

- Finalmente, después de los 35 ciclos, se mantuvo la reaccion a 72 °C durante el
tiempo necesario para que se completasen las carreras de amplificacion (tempo

necesario para una carrera adicional).

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Ppha5 5" CCTGGGAATACCTGGTACCGCTGTGCCTGC 3’
ClXba 5 GCGTTCGACTCTGTCTAGAAAAAAGTGCCGTGGC 3’
CIBHI 5 GTGCGCTTGTCACAGGATCCGGTACTCGTCTCAG 3°
5B21 5’ GGCGCCGACCAATACCTTGTCCAACCC 3°

5B22 5’CCCGCTGGCCTGGCAGGAAAACGC 3’

5B24 5’CGCCAAAAGGTGCCGTGCCGTGCCGTGTGC 3’
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UCIintR 5’ GCCTTCCAGCACGCCAGCC 3°

PhaKT9 5> AGCATCCTCAACCCGCCGGGC 3’

PhaKT14 5’ CACCCGCCCCAACTGCCCGCC 37

UphaC2 5’ TGCACAAGATCCACCAGCCAACGC 3’

C25 5" CGGGTAAGACGAGGGAGTGTTGC 3’

C23 5’ GGCGCATTCGAGGATACGGTC 3’

UC2intF2 5 GCCCTACCAGCCCAACCCTCG 3’

UC2intR2 5" TGAAAAAGTCCAGCAAGTCCCCG 3’

Pol2F 5’ CCAACAGCGGGCACATCCAGAGCATCATC 3°
phaF33 5" CGAAGAAACCTGCGGTGAAGAAAGC 3°

phaDa 5’ GCAGGCCTACCCCTCCAGATAGCGCACCGCC 3°
phaKT17 5 GACGCTGCTGTTCTCGCTGGATTACC 3’
PhalXbal 5" CTTGCGGTATATAGATGCGACAACGACGACC ¥’
FMR 5’ TCTGGCGTGAAGGACCTTGCGATGGGC 3°
PhaF52 5" GACAAAGAGCTCGATGCCGCCAACCACCAG 3’
phaKT19 5 GCGGCGCTTAGTTGCACACGTTCC 3’

phaKT2 5 GTCGGCAGAACCCACGCAGCACC 3

phaKT7 5 TTCCAGGTCCGGGTCAAGTGCATCG 3

DOC21phaD3 5" GTTTCTCTTTCAGGATCTGTCGAACC 3°
DOC21phaF3 5 CCAAACCAGCAGCAGCGAAAAAGCC 3°
fadBAS’BHI 5" GGATCCGCGTGTACAGTTCAGCTTCCATATCG 3’

fadBA3’Xbal 5’ TCTAGATCAGACGCGTTCAAAGACAGTGG 3’

NfadBA1 5" GCGAACGCAAGCCGAACAGGTCC 3°

NfadBA2 5’ CGGTGGTCGCCCCTGAGCTGCTGC 3’

NfadBA3 5’ CGAGTCGATGTAACGCAGCGCACCACC 3’
NfadBA4 5" GAAGGCCAGGTGAAGGACGATG 3’

NB4 5’ CCCTGAACGAGCTGCGCCAGGCCG 3’

NB1BHI 5 TTCTGGATCCTCTTGATTGCTTCGACCGGGGCTG 3’
NA1l 5’ CGCGCCCCGGAGCAACCAAACGG 3°

NA3BHI 5’TGATGGATCCCGTAGACCCCAACCCGCACCTGTCC 3’
UftsZ1 5’ CGATGGAAAAAGAACTGGGCGTGTGCC 3°
UDisFtsZ1 5’ TCTGCGCCAACACCGATGCCC 3°

UDisFtsz4 5 CGCCATACCCATTTCACCCATCACG 3’

F24 5’ CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC ¥’
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R24 5" AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3°
F17 5" GTAAAACGACGGCCAGT 3’
R19 5" GGAAACAGCTATGACCATG ¥’

5.11. Andlisis de las secuencias de DNA y de aminoacidos

Las secuencias de genes que ya han sido descritos se obtuvieron consultando la base de
datos GenBank (National Center for Biotechnology Information), como la del cluster pha de P.
putida U y P. putida KT2440 para el disenio de oligonucle6tidos con los que secuenciar el

cluster pha de P. putida N.

La secuenciacion de los fragmentos de DNA, clonados o como productos de PCR, fue

realizada por la empresa Secugen, S.L. (Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid, Espana).

Las secuencias obtenidas experimentalmente se visualizaron con el programa Finch TV
y fueron comparadas frente a las secuencias depositadas en las bases de datos de secuencias
genéticas publicas de GenBank (Benson er al, 2000), EMBL/EBI Nucleotide Sequence
Database (Stoesser et al., 2001), utilizando los programas BLASTP, BLASTN y BLASTX
(Altschul et al, 1990; Altschul et al, 1997). Los alineamientos multiples, entre dos o mas
secuencias, se realizaron con la herramientas proporcionadas por BLASTN y BLASTP, y el

programa Clustal Omega (Sievers et al,, 2011).

Por su parte, las secuencias proteicas que codificaban los fragmentos de DNA vy el peso
molecular de las mismas, se obtuvieron con la herramienta ExPASy del Instituto de

Bioinformatica de Suiza.

6. Obtencion de cepas mutantes de Pseudomonas putida

6.1. Transferencia de plasmidos por conjugacién

La transformacion de Pseudomonas se realiz6 mediante conjugacion bacteriana. De
este modo se trodujeron en las estirpes N y U los plasmidos, bien para la expresion de uno o
mas gen/es en trans (pBBRIMCS-3) o para la integraciéon en el genoma de los plasmidos

correspondientes (pK18::mob o pJQ200KS).
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El plaismido que contiene el gen de interés se transfiere por conjugacion triparental
(Kessler et al., 1992) a las cepas de Psecudomonas putida N o U correspondientes segun el
experimento. La cepa donadora en la conjugacion fue £ coi DH10B previamente
transformada con la construccién correspondiente. Es necesario, ademads, el concurso de la
cepa L. colf HB101 que porta el plaismido pRK600 para facilitar la movilizacion de aquellos

plasmidos que contengan los genes mob (Kessler et al., 1992).

Cada una de las tres cepas se incubé en medio LB liquido, suplementado con el
antibiotico correspondiente, hasta que alcanzan una Abssgg de 1,5-2. La conjugacion triparental
se lleva a cabo mezclando cada una de estas tres cepas en una proporcioén 1:1:1 en un tubo
Eppendorf estéril. Se centrifugs la mezcla de bacterias (6.000 rpm, 1 minuto) y se desecho el
sobrenadante. Se realizaron dos lavados de las células con 0,5 ml de medio LB estéril,
centrifugando la suspension celular a 6.000 rpm durante 1 minuto después de cada lavado.
Finalmente, se resuspendié el precipitado celular en 50 pl de medio LB liquido, que se
dispone en una gota sobre un filtro bacteriologico (Millipore) de nitrocelulosa en una placa de
LB solido. La placa se incubd durante 12 h a 30 °C para permitir que la conjugacion tenga

lugar.

Tras este ttempo de incubacion, se llevd a cabo la seleccion de los conjugantes
utilizando los marcadores de resistencia a antibioticos del plasmido y de la cepa receptora. Asi,
se resuspendieron las bacterias presentes en el filtro en 2 ml de HyO MilliQ estéril y se
sembraron diluciones de la suspension bacteriana en placas de medio minimo con acido 4-

hidroxifenilacético suplementadas con los antibioticos correspondientes.

Una vez que se obtuvieron los transconjugantes, se comprobo la integridad de la
secuencia por secuenciacion, ya sea a partir del plasmido (expresion en trans) o del producto de

PCR (integracion del plasmido en el genoma bacteriano.
6.2. Construccién del vector de expresién con el gen de interés

El gen de interés se amplifico mediante PCR con los oligonucleétidos especificos
correspondientes. Asi, se emplearon los pares de oligonucledétidos CIBHI/CIXba y C23/C25
para amplificar los genes phaCl, phaCl y phaC2.

Se ligo el producto de amplificaciéon en un plismido comercial para la clonacion de
productos de PCR (pGEM-T Easy o pTZ57R/T), y se subcloné en el plasmido pBBRIMCS-3.

Es importante que la orientacion del mserto sea la adecuada, para lo que se seleccionan pares
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de enzimas que permitan mantener una orientacién adecuada para que la expresion tenga lugar
bajo el control del promotor del plismido. Se transforma la cepa F£. coli DH10B con este

plasmido.

Posteriormente, se transfirio la construccion a la cepa de Pseudomonas correspondiente
mediante una conjugacion triparental y se seleccionaron los transconjugantes con los

marcadores de seleccion de la cepa y del plasmido.

6.3. Mutantes obtenidos por integracién del plasmido pK18::mob en el genoma

de Pseudomonas

Tal y como se indicaba en el apartado 2, el plismido pK18::mob no es replicativo en
Pscudomonas. Esta caracteristica posibilita la disrupcion o duplicacion de uno o varios genes
cuando se mtroduce el plasmido en P. putida, y, posteriormente, se somete a la bacteria a la
presion selectiva que el plaismido adquiriddo permite salvar. Esta estrategia se utiizdé para
duplicar el cluster pha en el genoma de P. putida N, empleando la construccion obtenida por
Garcia y colaboradores (Garcia et al, 2004) y realizando una conjugacion triparental con P,

putida N como cepa receptora.

Por otro lado, se utilizo este plasmido para interrumpir el gen phalF’y el gen fisZ en los
respectivos experimentos. En el caso de la construccion pK18phak, se digirié el gen con las
enzimas Pstl y Sall obteniendo un fragmento mterno de 307 pb que se cloné utilizando los
mismos cortes en pKl18:mob. En el caso de la construccion pKl18/isZ se amplifico un
fragmento de 552 pb de dicho gen con los oligonucledtidos UDisrFtsZ1 y UDisrFtsZ4, se clono
en el plasmido pTZ57R/T el producto de PCR, y posteriormente se subcloné en el plasmido

pK18::mob sobre los cortes de restriccion EcoRI y BamHI.

Las construcciones se transfirieron por conjugacién triparental a las cepas receptoras (F.
putida Uy P. putida N). La correcta integracion del plasmido en los conjugantes se comprobo

por PCR y posterior secuenciacion del fragmento correspondiente.

6.4. Obtencién de mutantes mediante delecién

La obtencion del mutante superproductor P. putida AfadBA se llevo a cabo mediante
delecion de los genes fadBA. Fl protocolo para elimimar un fragmento de DNA genomico se
basa en la integracion de un plismido en el genoma a través de una primera recombinacion

homologa, v en la eliminacion del fragmento de interés a través de una segunda recombinacion
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homologa, mediada por un gen letal presente en el plismido integrativo pJQ200KS

(Donnenberg y Kaper, 1991; Hmelo et al., 2015; Quandt y Hynes, 1993).

Procedimiento:

1.

Se disenaron tres pares de oligonucleotidos: Un par en la zona inmediatamente
anterior al fragmento que se desea delecionar, que amplifique aproximadamente
650 pb; otro par en la zona inmediatamente posterior, que comprenda un tamano
similar al primer par; y un tercero que amplifique desde la zona anterior al primer
fragmento hasta la zona posterior al segundo fragmento. Este iltimo par se utilizé

para comprobar que la delecién habia tenido lugar.

En el oligonucleotido reverso del primer par y en el directo del segundo par se
mcluyé un corte de restricciton BamHI, gracias al cual se pueden ligar ambos

fragmentos para obtener la construccion de delecion.

Se amplificaron ambos fragmentos por PCR con los pares de oligonucledtidos
correspondientes. Se separaron los fragmentos en un gel de agarosa, se cortaron del
gel y se purifican con un kit comercial. Los fragmentos resultantes se digirieron con
BamHI; se purificaron (eliminacion de los restos de agarosa), y se ligaron a 16 °C.
El producto de dicha ligacion se amplifico mediante PCR con el oligonucleotido
directo de un fragmento y el reverso del otro fragmento, de tal manera que se
amplifico la ligacion de los dos fragmentos y se ligo a su vez en el plasmido pGEM-

T Easy.

La ligacion de los fragmentos en pGEM-T Easy se utilizé para transformar F. coli
DHI10B, y se comprobé que el plaismido de clonacion poseia la construccion con
los dos fragmentos de 650 pb unidos. A continuacion, esta construccion se cloné en
el plasmido pJQ200KS mediante el corte de restriccion Notl situado en los sitios

multiples de clonacion de ambos plasmidos.
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fadA fadB
NA1 I I NEd

Ligacidén de fragmentos
y clonacion en pJQ200SK

pJQAfadBA

sacB Gtm"

Figura 21. Diseiio seguido para la obtencion de la construcciéon de delecion pJQAadBA. Se amplifican

dos fragmentos de un tamano similar situados en los extremos de la zona a delecionar y se clonan en el

plasmido pJQ200SK con los dos marcadores de seleccion (sacB'y Gtm").

4. El plasmido pJQ200KS con los dos fragmentos se transfirio a P. putida N mediante

una conjugacion triparental. Puesto que este plismido no es replicativo en
Pseudomonas, y la seleccion se realiza en un medio con ampicilina y gentamicina
(marcador de seleccion del plismido), se seleccionaran aquellos conjungantes que
mtegren en su genoma el plismido por recombinacion homologa (llevada a cabo

entre uno de los fragmentos de la construccion y el propio genoma).

Las colonias de Pseudomonas con el plismido integrado asi obtenidas, se
resuspendieron en 1 ml de H,O MilhQ. A partir de estas suspensiones celulares, se
sembraron alicuotas de 200 ul en medio LB solido suplementado con ampicilina
(resistencia natural de la bacteria) y sacarosa al 109%. Los conjugantes sembrados en
este medio, no seran capaces de crecer si tienen integrado el plasmido, ya que el gen
letal sacB que poseen permite la conversion de la sacarosa en levanos, letales en esta
bacteria gram negativa al acumularse en el espacio periplasmico. De este modo, sélo
seran capaces de crecer aquellas bacterias que sufran una recombinacién homologa
a través del segundo fragmento clonado en el plasmido, que permita la expulsion y
elimimacion del plismido. Dicha segunda recombinacion eliminarda el DNA
presente entre los dos fragmentos clonados en la construcciéon, llevando a cabo la

delecién del gen de interés.

Los mutantes obtenidos, se sometieron a amplificaciones por PCR para comprobar

que la delecion habia tenido lugar. La PCR se llevo a cabo con los oligonucleotidos
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diseniados en las regiones externas a los fragmentos utilizados para la delecion y al

gen a delecionar, verificando asi que el gen de interés se habia eliminado.

fadA fadB

1*recombinacién
pJQAfadBA

sacB Gtm"

Integracién del plasmido
pJQafadBA en el genoma

Gtm® sacB

Siembra de conjugantes
en LB Sacarosa 10%

2% recombinacion 2° recombinacién
sacB sacB
Cepa Cepa
delecionada + + silvestre
sacB Gtm" sacB Gtm"

Figura 22. Representacion esquematica del proceso de delecion.

7. Métodos generales para el estudio de polihidroxialcanoatos y de sus

derivados

7.1. Tinci6én de las muestras

Reactivos:
- Fucsina Gram: fucsina basica, 0,1 g; fenol (5%), 10 ml; etanol, 1 ml y agua destilada,
100 ml.
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Procedimiento:

El seguimiento del acimulo de PHAs se realizé cualitativamente mediante la tincion de
las bacterias en crecimiento con fucsina Gram, y su observacion posterior al microscopio
optico. Se tomaron 10 ul de la suspension celular, en el caso de cultivos liquidos, y se
extendieron sobre un portaobjetos. Para la tincion de muestras procedentes de cultivos solidos,
se dispuso sobre el portaobjetos una gota de 10 ul de agua destilada; con un palillo estéril se
rascO una pequena cantidad de masa celular del cultivo, y se extendi6 a lo largo del
portaobjetos sobre la gota de HyO. Se anadio fucsina Gram sobre la superficie del portaobjetos,
hasta saturar la misma. Al cabo de 2 minutos se lavo el portaobjetos elimimando
cuidadosamente el exceso de fucsina y se dejé secar al aire. La observacion de las muestras se
realizo con un microscopio 6ptico. Los granulos hidrofébicos de PHA no se tinen con la
fucsina, y se observan como zonas claras (blanquecinas) en el interior de la célula, tenida con

fucsina (coloracion rosacea).

7.2. Extraccion de los polimeros

La extraccion y posterior cuantificacion de los PHAs acumulados por las cepas de
Pseudomonas putida durante el crecimiento celular y bajo distintas condiciones de cultivo se
llevé a cabo utilizando solventes organicos (cloroformo y metanol) tal y como describieron

Lageveen y colaboradores (Lageveen et al., 1988b):

1. Con caracter general, el cultivo bacteriano se prolongé hasta que las células
alcanzaron un acimulo elevado de PHAs. Este momento coincide con el punto en
el que finaliza la fase exponencial y comienza la fase estacionaria de crecimiento.
Por ello, se realiz6 un seguimiento del cultivo midiendo la Abssso, v una vez
alcanzada la fase estacionaria (no se detectaba incremento de la absorbancia), se
recogieron las células. La recoleccion se llevo a cabo mediante centrifugacion a 4 °C

y 14.000 rpm durante 15 minutos.
2. Se elimino el sobrenadante, y el precipitado celular se congelé a -80 °C.
3. Las células se liofilizaron.

4. Se pesaron las células liofilizadas para obtener el valor correspondiente del peso
seco, y se trituraron en un mortero de porcelana, pulverizando homogéneamente la

muestra.
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G

El pulverizado celular se deposité en un matraz de fondo redondo, y se anadieron
100 ml de cloroformo por cada gramo de peso seco de bacterias. La extraccion del
polimero plastico se llevo a cabo en un sistema de reflyjo, durante 3-4 h. El

cloroformo en ebullicion perfora las bacterias y disuelve los PHAs acumulados.

6. Una vez frio el matraz, se filtré el contenido del mismo a otro matraz de fondo
redondo, utilizando papel de filtro y un embudo de cristal, para eliminar los restos

celulares.

7. El hltrado, cloroformo en el que se encontraban disueltos los PHAs, se concentra
en un rotavapor, evaporando paulatinamente el solvente. Una vez evaporado todo el
cloroformo, se resuspendio el residuo obtenido en el minimo volumen posible de
cloroformo. A continuacion, se sumergié el matraz en hielo y se anadieron 10
volimenes de metanol por cada volumen de cloroformo empleado para
resuspender el residuo. De este modo, se precipitan en frio inicamente los PHAs,
que se expulsan de la disolucion y quedan pegados en las paredes del matraz. Otros
lipidos que pudieran estar presentes en el residuo permanecen disueltos. Los

solventes (cloroformo y metanol) se eliminan volcando el matraz cuidadosamente.

8. El polimero que queda pegado en el matraz se disuelve completamente en
cloroformo, y esta disolucion se deposité en una placa Petr1 de cristal previamente
tarada. El cloroformo se evapora en una estufa a 80 °C. Una vez que la placa esta
completamente seca, se vuelve a pesar la placa. La lamimna de PHA se extrae

facilmente con una espatula.

9. El rendimiento obtenido se calcula dividiendo la diferencia entre el peso de la placa
con y sin PHA entre el peso del liofilizado celular y multiplicando el valor resultante
por 100.

[(peso placa con PHASs - peso placa) / peso seco de bacterias] x 100

8. Microscopia electrénica

Las células crecidas en medios solidos o liquidos se recogieron para su posterior
procesado, visualizacion y analisis por microscopia electréonica de transmision y/o barrido. Las
suspensiones celulares se centrifugaron generalmente a 12.000 rpm durante 2 min. En el caso

de algunas muestras sensibles, la centrifugacion se llevd a cabo a menos rpm (5.000 rpm) para
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preservar su integridad. Se ehminoé el sobrenadante, y las células precipitadas se resuspendieron

en glutaraldehido 2,5% en tampon PBS 0,1 M para su fijacion (durante 2 h a 4 °C).

8.1. Microscopia electréonica de transmisién (TEM)

La preparaciéon de las muestras para su observacion al microscopio electrénico de

transmision requiere diferentes etapas que conllevan lavados, fijacion, deshidratacién e

mclusion en resina:

Las células fyjadas en glutaraldehido se lavan con PBS 0,1 M tres veces. La
suspension celular se centrifuga a 4.000 rpm durante 10 min, se cambia el PBS y se
resuspende de nuevo el precipitado celular. Antes de cada repeticion del lavado, se

deja resuspendido durante 10 min.

Se lleva a cabo una post-fijacién de la muestra en tetradxido de osmio (OsQOy) (19%)
en PBS, durante 2 h en oscuridad (se recubre el tubo con papel de aluminio) y a

temperatura ambiente.
Se repiten tres lavados en PBS 0,1 M (igual que en el paso 1).

Las células precipitadas se incluyeron en agar al 29 en PBS, de tal modo que se
contintia el procesado sin recurrir a continuas centrifugaciones. Una vez que ha

solidificado, la muestra se corta en cubos de aproximadamente 2 mm de lado.

La muestra se deshidrata en una serie creciente de etanol: 50°, 70, 90°, 96° y
absoluto. Cada lavado se realiza una vez durante 30 min, salvo las deshidrataciones
en etanol 96” y absoluto, que se repiten 3 veces cada una. Todo el proceso se realiza

a temperatura ambiente.

Posteriormente, se llevan a cabo tres lavados de 1 h de duracion con 6xido de

propileno a temperatura ambiente.

El proceso prosigue con la inclusion de la muestra en una resina tipo epoxi, EMbed-
812:

- Se realiza una primera infiltracion en 6xido de propileno: resina, en

proporcion 1:1, en la que permanecera la muestra 12-24 h a temperatura

ambiente.
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- A continuacion, se infiltra la muestra en resina pura, 12-24 h a temperatura
ambiente.
- Finalmente, se encapsula la muestra con resina pura y se etiqueta
adecuadamente. La polimerizacion se lleva a cabo a 60 °C durante 24 h.
A partir de los bloques de resina con la muestra se obtuvieron cortes semifinos de 1
um y ultrafinos de 80-100 nm de grosor con un ultramicrotomo LKB V, los cuales
se tineron con azul de toluidina 19 (p/v) sobre un portaobjetos. Con el
ultramicrotomo se obtuvieron cortes ultrafinos de 80-100 nm de grosor. Los cortes
se recogieron sobre rejillas de cobre de 3 mm de didmetro y se contrastaron
sigulendo el método de doble tincion con acetato de uranilo al 2% (p/v) (20 min) y
citrato de plomo (8 min). Las rejillas con las muestras se observaron en un
microscopio electronico de transmision JEOL 1010, con el que se realizaron las

microfotografias correspondientes.

8.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Los primeros tres pasos del procesado para preparacion de la muestra para microscopia

electronica de barrido coinciden con los del procesado para TEM: se llevan a cabo, asi, tres

lavados con PBS, fijacion en OsQOy vy se repiten otros tres lavados con PBS.

1-3. Igual que en el protocolo TEM.

<2

Con ayuda de una jeringa, se filtra la suspension bacteriana, de tal modo que las
células quedan adheridas a la superficie de un filtro Millipore, con un diametro de

poro de 0,22 nm.

El filtro con las bacterias se retira e inmediatamente a continuacién se coloca en una

placa Petri con tampon PBS 0,1 M, para evitar su desecacion.

Se deshidrat6 la muestra en un gradiente creciente de etanol (50°, 70°, 96° y
absoluto), pasando el filtro por cada placa de Petri con el debido cuidado para no

eliminar la muestra adherida sobre él.
La muestra se lava tres veces con 1soamilacetato.

Se seca la muestra en un desecador de punto critico Balzers CPD10.
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9. El filtro desecado, se recortd y se coloco sobre el portamuestras metilico del
microscopio electréonico de barrido, empleando para ello una cinta de carbono

conductora.
10. La muestra se recubre metilicamente con un metalizador Balzers SCD 004.

11. Se observé la muestra en microscopio electrénico de barrido JEOL SSM-6.100, con

el que se realizaron las microfotografias de barrido.

9. Modelado de proteinas

La estructura tridimensional de PhaCl y PhaC2 se establecio utilizando el servidor
Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/™ phyre2/)(Kelley er al., 2015), basindose en la homologia
de sus secuencias con distintas o/f hidrolasas. En el caso de PhaCl, se utilizo como modelo la
lipasa gastrica humana (codigo del Protein Data Bank 1hlg), mientras que en el caso de PhaC2
se tomo6 una esterasa de Sulfolobus sulfataricus como referencia (codigo Protein Data Bank
2rau), dada su mayor similitud con ella. De este modo se modelaron con mas de un 90% de
exactitud los residuos 201-530 de ambas polimerasas. Debido a la falta de secuencias
homologas adecuadas la estructura correspondiente a los residuos 1-200 y 530-558 no se pudo

establecer.

Las predicciones sobre las posibles interacciones homodiméricas entre PhaCl y PhaC2,
y la formaciéon de complejos heterodiméricos entre ambas proteinas se llevaron a cabo con la

herramienta bioinformatica ZDOCK 3.0.2. (http://www.zdock.umassmed.edu) (Pierce et al,

2014).
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En los ultimos aios, la Biologia Sintética ha alcanzado una gran relevancia en la
comunidad cientifica, y son muchos los grupos de mvestigacion que trabajan en ese ambito. La
posibilidad de disenar y construir microorganismos de forma totalmente dirigida es muy
atractiva y, ademds, puede proporcionar herramientas muy utiles para la industria. Sin
embargo, todavia falta un gran camino por recorrer, ya que la expresion y regulacion génica es
compleja vy las redes metabolicas son intrincadas. Como se podrda observar en los proximos
apartados, la modificaciéon genética mediante la expresion en frans o la supresion de genes
especificos puede desestabilizar la fisiologia celular, alterando parametros que, como la
morfologia o la capacidad para producir PHAs, no se contemplaban micialmente. Por ello, es
necesario adquirir toda la informacion posible acerca de la relacion existente entre el genoma,
la expresion del mismo y el metaboloma resultante, elementos que determinan, en buena
medida, la viabilidad y la supervivencia de los microorganismos. Una vez conocidos todos esos
parametros podremos tratar de disenar con garantias de éxito, y de forma totalmente racional,

biofactorias sintéticas.

Kl papel de los PHAs en la obtenciéon de energia para la célula, en la morfologia o en el
proceso de division celular senala que tanto su ruta biosintética como la que permite su
movilizacién se encuentran conectadas y coordinadas con procesos fisiologicos relevantes, tales

como aquellos implicados en el control del tamano y del volumen celular.

Dado el interés de estos biopolimeros (PHAs) y sus posibles implicaciones funcionales,
esta tesis doctoral ha abordado el estudio de la produccién de esos compuestos, tratando de
analizar aspectos que, como la regulacion de la produccion o su influencia sobre el control del

tamano celular, aiin no habian sido esclarecidos.
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1. Estudio comparativo del cluster pha en disuntas estirpes de

Pseudomonas putida

Kl cluster pha de Pseudomonas putida contiene todos los genes necesarios para la
biosintesis de polihidroxialcanoatos de cadena media (mcl-PHA) (Sandoval ef al, 2007). Tal y
como se indicaba en la Introduccion, existen distintas agrupaciones de genes que conducen a la
sintesis de PHAs, siendo la correspondiente a los mcl-PHAs caracteristica de los

pseudomonddidos (Steinbtichel y Hein, 2001).

Actualmente, se encuentran disponibles en las bases de datos varias secuencias
completas de este cluster pertenecientes a distintas bacterias (GenBank, del NCBI), y su
numero se amplia continuamente. Durante la realizacion de esta tesis doctoral se ha llevado a
cabo la secuenciacion de los clusters pha de Pseudomonas putida N y de Pseudomonas putida
DOC21, y se ha comparado con la secuencia de Pseudomonas putida U (estirpe modelo
utilizada por nuestro grupo de mvestigacion) y con las de otras estirpes disponibles en las

diferentes bases de datos publicas.

La secuenciacion del cluster pha de P. putida N se llevo a cabo tras la amplificacion por
PCR del mismo, utilizando oligonucleotidos disenados sobre las correspondientes secuencias
de las cepas P. putida U y P. putida KT2440 (Materiales y Métodos, Tabla 5, oligonucle6tidos
phaKT?2, phaK'T7, phaKT9, phaKT14, C25, C23, phaDa, phaKT17, phaK'T19). En el caso de
P. putida DOC21, las PCRs se llevaron a cabo para ensamblar el cluster pha. Su secuencia
estaba dividida en varios de los contigs que habian sido obtenidos tras la secuenciacion masiva
de su genoma mediante las tecnologias prrosecuenciacion 454 (Roche) e IHlumina. Una vez

obtenidas las secuencias se procedié a su respectiva comparacion.

haKT9 phaKT14 c23
p — o R ol 4p_haDa

hakKT2 haKT7  C25 hakKT19
p 5 2_ p—y phaKT1Z, <_P_

AR AR AN M M AN MDA D

, RN 1 Aa g, AT g

v

phaC1 phaZ phaC2 phaD phaF phal

Figura 23. Representacion esquematica de la posicion en la que se ubican los oligonucleétidos empleados en la

secuenciacion del cluster pha de P. putida N.

Tanto en el caso de P. putida N como en el de P. putida DOC21 la organizaciéon en
genes y la sintenia de los mismos en los loci pha es similar a la descrita en P. putida U y en

otras cepas de Pseudomonas putida (Sandoval, 2005). Estos /loci estan constituidos por seis

102



Resultados y Discusion

genes; los cuatro primeros, phaCIZC2D, codifican, de acuerdo a su homologia con aquellos
que se encuentran descritos en la base de datos, dos polimerasas (PhaCl y PhaC2), una
despolimerasa (PhaZ), y un regulador transcripcional (PhaD). Los dos restantes, phalF, se
encuentran separados por una secuencia intergénica, expresandose en sentido contrario a los
genes anteriores, y guardan una similitud muy elevada con los ya conocidos para las fasinas

presentes en los granulos de mcl-PHAs (phaly phaP).

La secuencia intergénica, que acttia como espaciador entre las unidades phaCI1ZC2D y
phalF, es una secuencia no codificante de 111 pares de bases nucleotidicas (pb) en el caso de
P. putida N y de 282 pb en el caso de P. putida DOC21. Simn embargo, teniendo en cuenta la
disposicion comun que ocupa esta secuencia, separando los genes que codifican las fasinas del
resto del cluster en muchas de las especies que poseen esta agrupacion génica, no se puede

descartar que juegue algin papel importante en la expresion de todos esos genes.

La disposicion de un fragmento de DNA entre phal) y phakF es tipica de este loci, y
dicha region suele albergar una secuencia palindromica extragénica y repetitiva (REP) (de
Eugenio et al., 2007; Huisman et al, 1991). Se desconoce la funcion exacta que esta estructura
podria llevar a cabo en esta posicion. Las secuencias REP se han identificado en gran namero a
lo largo de todos los genomas de los integrantes del género Pseudomonas, y se ha sugerido que
desempenan varios papeles. Asi, se ha propuesto que podrian actuar como puntos de insercion
génica, de anclaje para las topoisomerasas durante la transcripcion simultinea de dos operones
enfrentados, o como reguladores de la transcripcion cuando se sitian a 15 nucleotidos o menos

de un codén de terminacion (Aranda-Olmedo er al, 2002; Liang et al., 2015; Nunvar er al.,
2013).

En el caso de P. putida N la secuencia REP 1dentificada es la siguiente:

REP REP —-—-- 15pb-----
CCGACGCATTCGCGGGTAAACCCGCTCCTACAAGGTTTGGCGCAACTTGTAGGAGCGGGTTTACCCGCGAAGAAGGCGACGCGGTATCAGATCA
GGCTGCGTAAGCGCCCATTTGGGCGAGGATGTTCCAAACCGCGTTGAACATCCTCGCCCAAATGGGCGCTTCTTCCGCTGCGCCAT-CTAGT

phaF <«-

En P. putida DOC21 la secuencia intergénica posee una mayor longitud y presenta dos

secuenclas REP:

CCGGCCGGGTGCCGTAATACTGGGGCCGCTCGCAACCCTTCGCGGGCAAGCCCGCTCCTACGGACTATCCGCCCATAGGAGCGGCTTTAGCCGC
GGCCGGCCCACGGCATTATGACCCCGGCGAGCGTTGGGAAGCGCCCGTTCGGGCGAGGATGCCTGATAGGCGGGTATCCTCGCCGAAATCGGCG

GAACGCGACCACTTAAGCGGCTGCGTTCGCGGCTGAAGCCGCTCCTACGGAGGGCGTGTGGGAGCTGGCTTGCCAGCGAAGGGCCGCAAAGCGG
CTTGCGCTGGTGAATTCGCCGACGCAAGCGCCGACTTCGGCGAGGATGCCTCCCGCACACCCTCGACCGAACGGTCGCTTCCCGGCGTTTCGCC
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————— REP2 REP2 ------15pb-----

CCCCAAGAGCTTGAGTGAACAGCAGAACGCCCGGGGTGCCGGGCGTTTTGCTTGCAGCCGCCTGAGGTCAGGTATGGCTGGTTGGCGTTACCGG

GGGGTTCTCGAZ—\CTCZ—\CTTGTCGTCTTGCGGGCCCCACGGCCCGCAAAACGAACGTCGGCGGACTCC-CCATACCGACCAACCGCAATGGCC
phaF «-

TGCCGATGG
ACGGCTACC

En el caso de P putida DOC21, las secuencias REP no son continuas, sino que se
encuentran intercaladas por pares de bases que no estin perfectamente conservadas en la
secuencia REP. En cualquier caso, la secuencia palindromica es evidente y la probabilidad de
formacion de estructuras secundarias muy elevada. La secuencia REP2 es mucho mis pequeria
y estaria integrada por 13 nucleotidos, lo que disminuye notablemente la estabilidad de la

posible estructura secundaria.

La busqueda de REPs en la secuencia mtergénica del cluster pha de otras estirpes tales

como P. putida U o P. putida K12440 también dio lugar a la identificacion de estas secuencias.

En P putida U la secuencia itergénica tiene una longitud de 121 nucleétidos y su
correspondiente REP consta de 25 nucleétidos, interrumpida por 2 bases que no forman parte

del palindromo:

REP REP
TGCGGTGTCGGCGCTGGGGCCTTCGCGGGCATGCCCGCTCCCACAGGGCCTGCGCTGACCTGCTGATCGGCGCTGTACCTGTGGAAGCGGGCAA
ACGCCACAGCCGCGACCCCGGAAGCGCCCGTACGGGCGAGGGTGTCCCGGACGCGACTGGACGACTAGCCGCGACATGGACACCTTCGCCCGTT

GCCCGCGAAGAAGACGACGCGGTATCAGATCAGGGTACCGGTG
CGGGCGCTTCTTCTGCTGCGCCATMEC TAGTCCCATGGCCAC

La secuencia intergénica de P. putida KT2440 tiene 111 pb, al igual que la de P. putida
N, v su REP es 1déntica a la de ésta (de Eugenio et al., 2010b):

REP REP -
TGCTGGAGATGTAGTGTTGCAGCCGACGCATTCGCGGGTAAACCCGCTCCTACAAGGTTTGGCGCATCTTGTAGGAGCGGGTTTACCCGCGAAG
ACGACCTCTACATCACAACGTCGGCTGCGTAAGCGCCCATTTGGGCGAGGATGTTCCAAACCGCGTAGAACATCCTCGCCCAAATGGGCGCTTC

ARGGCGACGCGGTATCAGATCAGGGTAC
TTCCGCTGCGCCATHBACTAGTCCCATG

Tal y como describen Aranda-Olmedo y colaboradores (Aranda-Olmedo et al,, 2002),
las REP de P. putida KT2440, y por tanto de P. putida N y de P. putida U, tienen un ntcleo
comun, o muy conservado, que se encuentra repetido un gran nimero de veces a lo largo del
genoma de Pseudomonas. Sin embargo, la conservacion en P. putida DOC21 es mas laxa,
manteniéndose solo algunos nucleotidos comunes a los encontrados en las secuencias de otras

Pseudomonas.
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P. putidaU CTTCGCGGGCATGCCCGCTCCCACAGG

ffpuﬂdbrﬁ ATTCGCGGGTAAACCCGCTCCTACAAG

Las secuencias completas del cluster pha de P. putida N y de P. putida DOC21, con las

respectivas secuencias proteicas que codifican, se muestran a continuacion.

Secuencia de nucleétidos que integra el cluster pha de P. putida N, y la correspondiente

traduccion como secuencia de aminoacidos:

1 GCTGTTCCTTATCACTGGTCACCCGAGTAGCAGTACCGGGCTCAGGGCTGTGCACCCACC 60
CGACAAGGAATAGTGACCAGTGGGCTCATCGTCATGGCCCGAGTCCCGACACGTGGGTGG

PhaCl »
M S N K N N D
61 ACAGCAACCGGTACTCGTCTCAGGACAACGGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAACAACG 120
TGTCGTTGGCCATGAGCAGAGTCCTGTTGCCTCGCAGCATCTACTCATTGTTCTTGTTGC

E'L 0O R QA S E N T L G L N P V I G I R
121 ATGAGCTGCAGCGGCAGGCCTCGGAAAACACCCTGGGGCTGAACCCGGTCATCGGCATCC 180
TACTCGACGTCGCCGTCCGGAGCCTTTTGTGGGACCCCGACTTGGGCCAGTAGCCGTAGG

R K b L L s s A R T V L R Q A V R Q P L
181 GCCGCAAGGACCTGTTGAGCTCGGCACGCACCGTGCTGCGCCAGGCCGTGCGCCAACCGC 240
CGGCGTTCCTGGACAACTCGAGCCGTGCGTGGCACGACGCGGTCCGGCACGCGGTTGGCG

H S A K H vV A H F G L E L K N V L L G K
241 TGCACAGCGCCAAGCATGTGGCTCACTTTGGCCTGGAGCTGAAGAACGTGTTGCTGGGCA 300
ACGTGTCGCGGTTCGTACACCGAGTGAAACCGGACCTCGACTTCTTGCACAACGACCCGT

s s L A p D S D DR R F N D P A W S N N
301 AATCCAGCCTGGCCCCGGACAGCGACGACCGTCGCTTCAATGACCCGGCCTGGAGCAACA 360
TTAGGTCGGACCGGGGCCTGTCGCTGCTGGCAGCGAAGTTACTGGGCCGGACCTCGTTGT

P L ¥ R R Y L Q T Y L A W R K E L Q D W
361 ACCCGCTGTACCGTCGCTACCTGCAAACCTACCTGGCCTGGCGCAAGGAGCTGCAGGACT 420
TGGGCGACATGGCAGCGATGGACGTTTGGATGGACCGGACCGCGTTCCTCGACGTCCTGA

v s s s bD L s P Q D I S R G Q F V I N L
421 GGGTGAGCAGCAGCGACCTGTCCCCCCAGGACATCAGCCGCGGCCAGTTCGTCATCAACC 480
CCCACTCGTCGTCGCTGGACAGGGGGGTCCTGTAGTCGGCGCCGGTCAAGCAGTAGTTGG

M T E A M A P TN T L S N P A A V K R F
481 TGATGACCGAGGCCATGGCGCCGACCAATACCCTGTCCAACCCGGCTGCGGTCAAACGCT 540
ACTACTGGCTCCGGTACCGCGGCTGGTTATGGGACAGGTTGGGCCGACGCCAGTTTGCGA

F E T GG G K s L. .L.bD GG L S N L A K D M V
541 TCTTCGAAACCGGCGGCAAGAGCCTGCTCGATGGCCTGTCCAACCTGGCCAAGGACATGG 600
AGAAGCTTTGGCCGCCGTTCTCGGACGAGCTACCGGACAGGTTGGACCGGTTCCTGTACC

N N G G M P S Q V N M D A F E V G K N L
601 TCAATAACGGCGGCATGCCCAGCCAGGTGAACATGGATGCCTTCGAAGTGGGCAAGAACC 660
AGTTATTGCCGCCGTACGGGTCGGTCCACTTGTACCTACGGAAGCTTCACCCGTTCTTGG

G T s E G A V VY RN D V L E L I Q Y S
661 TGGGCACCAGTGAAGGCGCGGTGGTGTACCGCAACGATGTGCTGGAACTGATCCAGTACA 720
ACCCGTGGTCACTTCCGCGCCACCACATGGCGTTGCTACACGACCTTGACTAGGTCATGT

p I T E Q VvV H A R P L L V V P P O I N K
721 GCCCCATCACCGAACAGGTGCATGCCCGCCCGCTGCTGGTGGTGCCGCCGCAGATCAACA 780
CGGGGTAGTGGCTTGTCCACGTACGGGCGGGCGACGACCACCACGGCGGCGTCTAGTTGT
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F Yy v ¥F D L s P E K S L A R F C L R S 0Q
781 AGTTCTACGTGTTCGACCTCAGCCCGGAAAAGAGCCTGGCGCGCTTCTGCCTGCGCTCGC 840
TCAAGATGCACAAGCTGGAGTCGGGCCTTTTCTCGGACCGCGCGAAGACGGACGCGAGCG

o ¢ T F I I S W R N P T K A Q R E W G L
841 AGCAGCAGACCTTCATCATCAGCTGGCGCAACCCGACCAAGGCCCAGCGCGAGTGGGGCC 900
TCGTCGTCTGGAAGTAGTAGTCGACCGCGTTGGGCTGGTTCCGGGTCGCGCTCACCCCGG

s T Yy I b A L K E AV DAV L A I T G S
901 TGTCCACCTACATCGATGCGCTGAAAGAAGCCGTCGACGCGGTACTGGCGATTACCGGCA 960
ACAGGTGGATGTAGCTACGCGACTTTCTTCGGCAGCTGCGCCATGACCGCTAATGGCCGT

K b L N ML GATC S G G I T CT A L V G
961 GCAAGGACTTGAACATGCTCGGCGCCTGCTCCGGCGGCATCACCTGTACCGCTCTGGTCG 1020
CGTTCCTGAACTTGTACGAGCCGCGGACGAGGCCGCCGTAGTGGACATGGCGAGACCAGC

:H Yy A A I G E N K V N AL T L L V S V L
1021 GCCACTATGCCGCCATTGGTGAGAACAAGGTCAACGCCCTGACCCTGCTGGTCAGCGTGC 1080
CGGTGATACGGCGGTAACCACTCTTGTTCCAGTTGCGGGACTGGGACGACCAGTCGCACG

p T T M DN OQ V A L F V D E Q T L E A A
1081 TGGACACCACCATGGACAACCAGGTTGCATTGTTTGTCGACGAGCAGACCTTGGAGGCCG 1140
ACCTGTGGTGGTACCTGTTGGTCCAACGTAACAAACAGCTGCTCGTCTGGAACCTCCGGC

K R H s ¥ Q A G V L E GG S E M A K V F A
1141 CCAAGCGCCACTCTTATCAGGCGGGCGTGCTGGAAGGCAGCGAAATGGCCAAGGTGTTCG 1200
GGTTCGCGGTGAGAATAGTCCGCCCGCACGACCTTCCGTCGCTTTACCGGTTCCACAAGC

W M R P N D L I W N Y W V NN Y L L G N
1201 CCTGGATGCGCCCCAACGACCTGATCTGGAATTACTGGGTTAACAACTACCTGCTCGGCA 1260
GGACCTACGCGGGGTTGCTGGACTAGACCTTAATGACCCAATTGTTGATGGACGAGCCGT

E p P VF DI L F WNND T TR L P A A
1261 ATGAGCCCCCCGTGTTCGACATCCTGTTCTGGAACAACGACACCACGCGCCTGCCGGCCG 1320
TACTCGGGGGGCACAAGCTGTAGGACAAGACCTTGTTGCTGTGGTGCGCGGACGGCCGGC

¥F H G DL I EMF K S N P L T R P D A L
1321 CCTTCCACGGCGACCTGATCGAAATGTTCAAAAGCAACCCGCTGACCCGCCCCGATGCCC 1380
GGAAGGTGCCGCTGGACTAGCTTTACAAGTTTTCGTTGGGCGACTGGGCGGGGCTACGGG

E v C 6 T A I DL K @ v K C D I Y S L A
1381 TGGAAGTGTGCGGCACCGCGATCGACCTGAAACAGGTCAAATGCGACATCTACAGCCTCG 1440
ACCTTCACACGCCGTGGCGCTAGCTGGACTTTGTCCAGTTTACGCTGTAGATGTCGGAGC

G T N D H I T P W P S C Y R S A H L F G
1441 CCGGCACCAACGACCACATCACCCCATGGCCGTCATGCTACCGCTCGGCACATCTGTTCG 1500
GGCCGTGGTTGCTGGTGTAGTGGGGTACCGGCAGTACGATGGCGAGCCGTGTAGACAAGC

G K I E F VL S N S G H I 0 S I L N P P
1501 GTGGCAAGATCGAATTCGTACTGTCCAACAGCGGGCATATCCAGAGCATCCTCAACCCGC 1560
CACCGTTCTAGCTTAAGCATGACAGGTTGTCGCCCGTATAGGTCTCGTAGGAGTTGGGCG

G N P K AR F M T G A DI R P G D P V A W
1561 CGGGCAACCCGAAGGCACGTTTCATGACCGGTGCCGACCGCCCGGGGGACCCGGTGGCCT 1620
GCCCGTTGGGCTTCCGTGCAAAGTACTGGCCACGGCTGGCGGGCCCCCTGGGCCACCGGA

Q E N A T K H A D S W W L H W Q S W L G
1621 GGCAGGAAAACGCCACCAAGCATGCAGACTCCTGGTGGTTGCACTGGCAAAGTTGGCTGG 1680
CCGTCCTTTTGCGGTGGTTCGTACGTCTGAGGACCACCAACGTGACCGTTTCAACCGACC

E R A G AL K KA P T R L G N R A Y A A
1681 GCGAGCGTGCCGGCGCGCTGAAAAAGGCACCGACCCGCCTGGGCAACCGTGCCTACGCGG 1740
CGCTCGCACGGCCGCGCGACTTTTTCCGTGGCTGGGCGGACCCGTTGGCACGGATGCGCC

G E A S P G T Y V H E R *

1741 CCGGCGAAGCCTCCCCAGGCACCTACGTTCACGAGCGTTGAGTTACAGCGCCGTGGCGGC 1800
GGCCGCTTCGGAGGGGTCCGTGGATGCAAGTGCTCGCAACTCAATGTCGCGGCACCGCCG
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1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

PhaZ »
M P QO P Y I
CTGCGGGGCGCCACGGTGTTTACTTCACCCAAGAGTCACGTGCATGCCGCAACCCTATAT
GACGCCCCGCGGTGCCACAAATGAAGTGGGTTCTCAGTGCACGTACGGCGTTGGGATATA

F R T V E L D H @Q S I R T A V R P G K P
TTTCAGGACCGTCGAGCTGGACCACCAGTCCATCCGCACCGCTGTTCGCCCCGGCAAACC
AAAGTCCTGGCAGCTCGACCTGGTGGTCAGGTAGGCGTGGCGACAAGCGGGGCCGTTTGG

H L T P L L I F N G I G A N L E L V F P
GCACCTGACGCCGTTGCTGATCTTCAACGGCATCGGCGCCAACCTCGAGCTGGTGTTCCC
CGTGGACTGCGGCAACGACTAGAAGTTGCCGTAGCCGCGGTTGGAGCTCGACCACAAGGG

¥ I D AL D P DL E V I A F DV P G V G
GTTCATCGATGCACTTGACCCGGACCTGGAAGTCATCGCCTTCGATGTGCCTGGGGTCGG
CAAGTAGCTACGTGAACTGGGCCTGGACCTTCAGTAGCGGAAGCTACACGGACCCCAGCC

G s s T p R H P Y R F P G L A K L T A R
CGGCTCGTCCACACCACGCCACCCGTATCGCTTCCCTGGGCTGGCCAAGCTGACCGCACG
GCCGAGCAGGTGTGGTGCGGTGGGCATAGCGAAGGGACCCGACCGGTTCGACTGGCGTGC

M L DY L DY G Q V N V I G V S W G G A
CATGCTCGACTACCTCGACTACGGCCAGGTCAACGTCATCGGCGTGTCCTGGGGCGGCGC
GTACGAGCTGATGGAGCTGATGCCGGTCCAGTTGCAGTAGCCGCACAGGACCCCGCCGCG

L A Q Q F A H DY P E R C K K L V L A A
CCTGGCCCAGCAGTTTGCTCACGATTACCCCGAGCGCTGCAAGAAACTGGTGCTGGCCGC
GGACCGGGTCGTCAAACGAGTGCTAATGGGGCTCGCGACGTTCTTTGACCACGACCGGCG

T A A G A V M V P G K P K V L W M M A S
CACCGCTGCCGGTGCGGTAATGGTGCCAGGCAAGCCCAAGGTGCTGTGGATGATGGCCAG
GTGGCGACGGCCACGCCATTACCACGGTCCGTTCGGGTTCCACGACACCTACTACCGGTC

P R R Y V Q P S H V I R I A P M I Y G G
CCCCCGGCGTTACGTGCAGCCGTCGCATGTCATCCGCATTGCACCGATGATCTATGGCGG
GGGGGCCGCAATGCACGTCGGCAGCGTACAGTAGGCGTAACGTGGCTACTAGATACCGCC

G F R R D P DL A MHUHAAI KV R S G G
CGGCTTCCGACGTGACCCCGACCTGGCCATGCACCATGCTGCCAAAGTGCGCTCCGGCGG
GCCGAAGGCTGCACTGGGGCTGGACCGGTACGTGGTACGACGGTTTCACGCGAGGCCGCC

K L.G6G Y Y w Q L F A GG L G W T S I H W L
CAAGCTGGGCTACTACTGGCAGCTGTTCGCCGGGCTGGGCTGGACCAGCATCCACTGGCT
GTTCGACCCGATGATGACCGTCGACAAGCGGCCCGACCCGACCTGGTCGTAGGTGACCGA

H XK I ¢ ¢ p T L V L A G D D D P L I P L
GCACAAGATCCAGCAGCCCACCCTGGTACTGGCCGGTGACGACGACCCGCTGATCCCGCT
CGTGTTCTAGGTCGTCGGGTGGGACCATGACCGGCCACTGCTGCTGGGCGACTAGGGCGA

I NM R L L. A W R I P N A Q L H I I D D
GATCAACATGCGCCTGCTGGCCTGGCGGATTCCCAATGCCCAGCTACACATTATCGACGA
CTAGTTGTACGCGGACGACCGGACCGCCTAAGGGTTACGGGTCGATGTGTAATAGCTGCT

G H L ¥ L I T R A E A V A P I I M K F L
CGGCCATCTGTTCCTGATCACCCGTGCCGAAGCCGTCGCCCCGATCATCATGAAGTTCCT
GCCGGTAGACAAGGACTAGTGGGCACGGCTTCGGCAGCGGGGCTAGTAGTACTTCAAGGA

O EEE R Q R A V M H P R P A s G G *
GCAGGAAGAACGTCAGCGTGCGGTCATGCATCCCCGTCCGGCCTCGGGGGGGTGAAACAG
CGTCCTTCTTGCAGTCGCACGCCAGTACGTAGGGGCAGGCCGGAGCCCCCCCACTTTGTC

PhaC2 »
M K D K P A
CTGCGGCCTGACAGGGGAAATGGATCAGACGAGGGAGTGTTGCCATGAAAGACAAACCGG
GACGCCGGACTGTCCCCTTTACCTAGTCTGCTCCCTCACAACGGTACTTTCTGTTTGGCC
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2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

K 6 s T T L P A TR M DN V Q N A I L G L
CCAAAGGATCGACAACGCTCCCCGCCACCCGCATGAACGTGCAGAACGCCATCCTCGGCC
GGTTTCCTAGCTGTTGCGAGGGGCGGTGGGCGTACTTGCACGTCTTGCGGTAGGAGCCGG

R 6 R DL L S T UL RNV G R H G L R H P
TGCGCGGCCGCGACCTGCTTTCCACGCTGCGCAACGTCGGCCGCCACGGCCTGCGCCACC
ACGCGCCGGCGCTGGACGAAAGGTGCGACGCGTTGCAGCCGGCGGTGCCGGACGCGGTGG

L H T A H H L L A L G G Q L G R V M L G
CGCTGCATACCGCGCATCATCTGCTGGCGCTTGGCGGGCAGTTGGGGCGGGTGATGCTGG
GCGACGTATGGCGCGTAGTAGACGACCGCGAACCGCCCGTCAACCCCGCCCACTACGACC

p T p Y Q P N P R DA R F S D P T W S Q
GGGACACGCCCTACCAGCCGAACCCGCGTGACGCACGCTTCAGTGACCCGACCTGGAGCC
CCCTGTGCGGGATGGTCGGCTTGGGCGCACTGCGTGCGAAGTCACTGGGCTGGACCTCGG

N P F Y R R G L Q A Y L A W Q K O T R Q
AGAACCCGTTCTATCGCCGCGGCCTGCAGGCCTATCTGGCCTGGCAGAAGCAGACACGCC
TCTTGGGCAAGATAGCGGCGCCGGACGTCCGGATAGACCGGACCGTCTTCGTCTGTGCGG

w I D E S H L N D D D R A R A H F L F N
AGTGGATCGATGAAAGCCATTTGAACGACGATGATCGAGCCCGCGCCCACTTCCTGTTCA
TCACCTAGCTACTTTCGGTAAACTTGCTGCTACTAGCTCGGGCGCGGGTGAAGGACAAGT

L I N D A L A P S N S L L N P L A V K E
ACCTGATCAACGATGCGCTGGCGCCCAGCAACTCGCTGCTCAATCCGCTGGCGGTCAAGG
TGGACTAGTTGCTACGCGACCGCGGGTCGTTGAGCGACGAGTTAGGCGACCGCCAGTTCC

L F N T G G QQ S L VvV R GV A H L L D D L
AGCTGTTCAACACCGGCGGCCAGAGCCTGGTACGCGGCGTGGCCCACCTGCTCGACGACC
TCGACAAGTTGTGGCCGCCGGTCTCGGACCATGCGCCGCACCGGGTGGACGAGCTGCTGG

R H N D G L P R Q V D E R A F E V G A N
TGCGTCACAACGATGGGCTGCCGCGTCAGGTGGACGAGCGCGCCTTCGAAGTAGGCGCCA
ACGCAGTGTTGCTACCCGACGGCGCAGTCCACCTGCTCGCGCGGAAGCTTCATCCGCGGT

L A A T P G A V V F R N E L L E P I Q Y
ACCTGGCTGCGACCCCTGGCGCAGTGGTATTTCGCAACGAGCTGCTGGAGCCGATCCAGT
TGGACCGACGCTGGGGACCGCGTCACCATAAAGCGTTGCTCGACGACCTCGGCTAGGTCA

s p M S E K Q H A R P L L V V S P QO I N
ACTCGCCGATGAGCGAAAAGCAGCACGCACGCCCACTGCTGGTCGTGTCGCCTCAGATCA
TGAGCGGCTACTCGCTTTTCGTCGTGCGTGCGGGTGACGACCAGCACAGCGGAGTCTAGT

K P ¥ I ¥ D L S A T N S F V Q Y M L K S
ACAAGTTCTACATCTTCGACCTCAGCGCTACCAACAGCTTTGTCCAGTACATGCTCAAAA
TGTTCAAGATGTAGAAGCTGGAGTCGCGATGGTTGTCGAAACAGGTCATGTACGAGTTTT

G L Q vV F M V S W RN P D P R H R E W G
GCGGCTTGCAGGTGTTCATGGTCAGCTGGCGCAACCCCGACCCACGCCACCGTGAATGGG
CGCCGAACGTCCACAAGTACCAGTCGACCGCGTTGGGGCTGGGTGCGGTGGCACTTACCC

L s s Yy v 9 AL E E A L N A C R S I S G
GCCTTTCCAGCTACGTGCAAGCCCTGGAGGAAGCGCTCAATGCCTGCCGCAGTATCAGCG
CGGAAAGGTCGATGCACGTTCGGGACCTCCTTCGCGAGTTACGGACGGCGTCATAGTCGC

N R D PN L M G A CA G G L T M A A L Q
GCAACCGCGACCCCAACCTGATGGGCGCCTGTGCCGGCGGCCTGACCATGGCCGCACTGC
CGTTGGCGCTGGGGTTGGACTACCCGCGGACACGGCCGCCGGACTGGTACCGGCGTGACG

G H L 9 A XK Q 0 L R RV R S A T Y L V S
AAGGCCACCTGCAAGCCAAGCAGCAATTGCGCCGGGTACGCAGTGCCACCTATCTGGTCA
TTCCGGTGGACGTTCGGTTCGTCGTTAACGCGGCCCATGCGTCACGGTGGATAGACCAGT

L .. b s K F E S P A S L F A D E Q T I E

GCTTGCTGGACAGCAAGTTCGAAAGCCCGGCCAGCCTGTTCGCCGATGAGCAGACCATCG
CGAACGACCTGTCGTTCAAGCTTTCGGGCCGGTCGGACAAGCGGCTACTCGTCTGGTAGC
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2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780
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3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

A A K R R S Y 0 R G V L D G G E V A R I
AAGCGGCCAAGCGCCGCTCTTATCAGCGCGGCGTGCTGGACGGTGGCGAAGTGGCGCGGA
TTCGCCGGTTCGCGGCGAGAATAGTCGCGCCGCACGACCTGCCACCGCTTCACCGCGCCT

F A W M R P N D L I W N Y W V N N Y L L
TCTTCGCCTGGATGCGGCCCAACGACCTGATCTGGAACTACTGGGTCAACAACTACCTGC
AGAAGCGGACCTACGCCGGGTTGCTGGACTAGACCTTGATGACCCAGTTGTTGATGGACG

G K T p P A F D I L Y W N AD S T R L P
TCGGCAAGACACCGCCGGCGTTCGACATCCTGTACTGGAATGCCGACAGCACGCGCCTGC
AGCCGTTCTGTGGCGGCCGCAAGCTGTAGGACATGACCTTACGGCTGTCGTGCGCGGACG

A A L H G D L L E F F K L N P L A Y A S
CCGCCGCGCTGCATGGCGACCTGCTGGAGTTTTTCAAGCTCAACCCCTTGGCCTACGCGT
GGCGGCGCGACGTACCGCTGGACGACCTCAAAAAGTTCGAGTTGGGGAACCGGATGCGCA

G L B v C G T P I DL Q Q V N I D S F T
CCGGGCTGGAGGTGTGCGGTACACCGATTGACCTGCAGCAGGTCAATATCGACAGCTTTA
GGCCCGACCTCCACACGCCATGTGGCTAACTGGACGTCGTCCAGTTATAGCTGTCGAAAT

v A G S N D H I T P W D A V Y R S A L L
CCGTGGCCGGCAGCAACGACCACATCACGCCATGGGACGCGGTGTACCGCTCGGCCTTGC
GGCACCGGCCGTCGTTGCTGGTGTAGTGCGGTACCCTGCGCCACATGGCGAGCCGGAACG

L G G E R RF VL AN S G H I Q S I I N
TGCTGGGTGGCGAGCGGCGCTTCGTGCTGGCCAACAGCGGGCATATCCAGAGCATCATCA
ACGACCCACCGCTCGCCGCGAAGCACGACCGGTTGTCGCCCGTATAGGTCTCGTAGTAGT

pP P G N P K A Y Y L A NP KL S S D P R
ACCCGCCAGGCAACCCCAAGGCCTACTACCTGGCCAACCCCAAGCTGAGCAGCGACCCAC
TGGGCGGTCCGTTGGGGTTCCGGATGATGGACCGGTTGGGGTTCGACTCGTCGCTGGGTG

AW F H DA K R S E G S W W P L W L E W
GCGCCTGGTTCCACGACGCCAAGCGCAGTGAAGGCAGCTGGTGGCCGTTGTGGCTGGAGT
CGCGGACCAAGGTGCTGCGGTTCGCGTCACTTCCGTCGACCACCGGCAACACCGACCTCA

I T A R S G L L X A P R T E L G N A T Y
GGATCACCGCACGCTCCGGCCTGCTCAAGGCGCCGCGCACTGAACTGGGCAACGCCACTT
CCTAGTGGCGTGCGAGGCCGGACGAGTTCCGCGGCGCGTGACTTGACCCGTTGCGGTGAA

PhaD

p P L G P A P G T Y V L T R * M
ACCCACCGCTAGGCCCCGCGCCAGGCACCTACGTGCTGACCCGATGAGCTGCTGACTGGA
TGGGTGGCGATCCGGGGCGCGGTCCGTGGATGCACGACTGGGCTACTCGACGACTGACCT

K T R DR I L E CAL Q L F N Q Q G E P
TGAAAACCCGCGACCGTATCCTTGAATGCGCCCTGCAGTTGTTCAACCAGCAGGGCGAAC
ACTTTTGGGCGCTGGCATAGGAACTTACGCGGGACGTCAACAAGTTGGTCGTCCCGCTTG

N V s T L E I A N E L G I S P G N L Y Y
CCAACGTATCCACCCTGGAAATTGCCAACGAACTCGGCATCAGCCCAGGCAACCTGTACT
GGTTGCATAGGTGGGACCTTTAACGGTTGCTTGAGCCGTAGTCGGGTCCGTTGGACATGA

H F H G K E P L VvV L 6 L F E R F E E A L
ACCACTTCCATGGCAAGGAGCCCTTGGTACTGGGCTTGTTCGAGCGTTTTGAAGAAGCGT
TGGTGAAGGTACCGTTCCTCGGGAACCATGACCCGAACAAGCTCGCAAAACTTCTTCGCA

M p L L D P P L E V R L D A E D Y W L F
TGATGCCGTTGCTGGACCCGCCGCTGGAGGTGCGCCTGGACGCAGAGGACTACTGGCTGT
ACTACGGCAACGACCTGGGCGGCGACCTCCACGCGGACCTGCGTCTCCTGATGACCGACA

L H L I VvV ER M A Q Y R F L F Q D L S N
TTCTGCACTTGATCGTCGAGCGCATGGCTCAGTACCGCTTCCTGTTCCAGGACCTGTCCA
AAGACGTGAACTAGCAGCTCGCGTACCGAGTCATGGCGAAGGACAAGGTCCTGGACAGGT

L T G R L P K L A R G M R S L I N A I K

ACCTGACCGGGCGCCTGCCCAAGCTCGCCCGAGGCATGCGCAGCCTGATCAATGCAATCA
TGGACTGGCCCGCGGACGGGTTCGAGCGGGCTCCGTACGCGTCGGACTAGTTACGTTAGT
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3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

>

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

R T LA AL L A S L K S @Q G L V E S D T
AACGCACGCTGGCGGCGCTGTTGGCCAGCCTCAAGAGCCAGGGGCTGGTAGAGAGTGATA
TTGCGTGCGACCGCCGCGACAACCGGTCGGAGTTCTCGGTCCCCGACCATCTCTCACTAT

o AL G Q L VvV E Q I T L T L M F S L D Y
CCCAGGCGCTGGGGCAACTGGTCGAGCAGATCACACTGACGCTGATGTTCTCGCTGGATT
GGGTCCGCGACCCCGTTGACCAGCTCGTCTAGTGTGACTGCGACTACAAGAGCGACCTAA

Q RV L G R E G D V G I V VY Q V M M L
ACCAGCGTGTGCTGGGGCGCGAGGGGGATGTGGGGATCGTGGTGTATCAGGTGATGATGC
TGGTCGCACACGACCCCGCGCTCCCCCTACACCCCTAGCACCACATAGTCCACTACTACG

Vv A P HL QA QA RAU AA ATEOQTL AV K Y
TGGTGGCGCCGCATCTGCAGGCCCAGGCCCGGGCGGCGGCGGAGCAGCTGGCAGTGAAGT
ACCACCGCGGCGTAGACGTCCGGGTCCGGGCCCGCCGCCGCCTCGTCGACCGTCACTTCA

L E G * REP
ACCTGGAGGGGTAGGCCTGCTGGAGATGTAGTGTTGCAGCCGACGCATTCGCGGGTAAAC
TGGACCTCCCCATCCGGACGACCTCTACATCACAACGTCGGCTGCGTAAGCGCCCATTTG

REP
CCGCTCCTACAAGGTTTGGCGCAACTTGTAGGAGCGGGTTTACCCGCGAAGAAGGCGACG
GGCGAGGATGTTCCAAACCGCGTTGAACATCCTCGCCCAAATGGGCGCTTCTTCCGCTGC

CGGTATCAGATCAGGGTACCGGTGCCGGTAGGTGCCGATGGCGTGCTGCTGGCCGGGGTG
GCCATAGTCTAGTCCCATGGCCACGGCCATCCACGGCTACCGCACGACGACCGGCCCCAC
* 1 L T G T G T P A S P T S S A P T

GCGGCAGGTGCCGGTGCCGGTGCCGCGGTCGCAGCAGGCGCAGTGCTGGCCGCTGGGGCG
CGCCGTCCACGGCCACGGCCACGGCGCCAGCGTCGTCCGCGTCACGACCGGCGALCCLCLGL
A A P A P A P A A T A A P A T S A A P A

GCTGGCTTGGCGGCTGCCGGTTTGGCCGGCGCCTTCTTCACCGCAGGTTTTTTGGCCGCT
CGACCGAACCGCCGACGGCCAAACCGGCCGCGGAAGAAGTGGCGTCCAAAAAACCGGCGA
A P K A A A P K A P A K K V A P K K A A

GCCGGCTTCGCCGCAGGCTTCGCTGCCGCGGGCTTGGCGGCAGGTTTTTCCGCTGCGGTT
CGGCCGAAGCGGCGTCCGAAGCGACGGCGCCCGAACCGCCGTCCAAAAAGGCGACGCCAA
A P K A A P K A A A P KAAP K E A A T

TTGGCTGCGGGTTTGGCCGCTGCGGTTTTGCCAGCAGGTTTGGCCGCCGCCGTTTTCGCT
AACCGACGCCCAAACCGGCGACGCCAAAACGGTCGTCCAAACCGGCGGCGGCAAAAGCGA
K A A P K A A A T K GA P KA A A T K A

GCAGGCTTGGCTGCTGCCTTGGCCAGTGGCTTGGCCGCAGCCTTGCTCGCAGCCGGCTTG
CGTCCGAACCGACGACGGAACCGGTCACCGAACCGGCGTCGGAACGAGCGTCGGCCGAAC
A P K A A A K AL P K A A A K S A A P K

GTTGCTGCAGTGCGCGACGAAATCGGCGTAACCGAAGCACCGGTCAGCTTCTCGATCTGC
CAACGACGTCACGCGCTGCTTTAGCCGCATTGGCTTCGTGGCCAGTCGAAGAGCTAGACG
T A A T R S S I P T V S A G T L K E I Q

TTGGTCAGGCTGTCCACCTGCTGGTGCAGTGCCTTGATCTCGTTGCGGCTCGGTACACCA
AACCAGTCCGACAGGTGGACGACCACGTCACGGAACTAGAGCAACGCCGAGCCATGTGGT
K T L. s DV Q ¢ H L A K I E N R S P V G

AGGCGCGAGATGGCACTGTTAAGGCGCTTGTCGAAGGCTTCTTCAAGTTCGCTCCACTTG
TCCGCGCTCTACCGTGACAATTCCGCGAACAGCTTCCGAAGAAGTTCAAGCGAGGTGAAC
L R s I A S N L R K D F A E E L E S W K

CCCAGCGCACGGTCCTTCACGCCCGACACCCGCGAAGTGGTCGAGGACTTGGCAGTCTCG
GGGTCGCGTGCCAGGAAGTGCGGGCTGTGGGCGCTTCACCAGCTCCTGAACCGTCAGAGC
G L A R DI KV G S V R S T T S S K A T E

GCAACATCTTCAGCCGTCTTTTTCGCCTGCTTCTCGGCCTTCTCGCCATCCTTCACCAGC

CGTTGTAGAAGTCGGCAGAAAAAGCGGACGAAGAGCCGGAAGAGCGGTAGGAAGTGGTCG
AV D E A T K K A Q K E A K E G D K V L
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4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460
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5700
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5820
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5821 GAGTCGAACAGCTTCGGGCCGTCCTGGTCGATCTTCGAATAGATACCCAGCCCCGCCAGC 5880
CTCAGCTTGTCGAAGCCCGGCAGGACCAGCTAGAAGCTTATCTATGGGTCGGGGCGGTCG
s D F L K P G D Q D I K S Y I G L G A L

5881 CAGATCTTGCGGGAGTATTTCTCGATCCCGCCGACCCAGGAGCTGCTTTCTTTTTCGGTG 5940
GTCTAGAACGCCCTCATAAAGAGCTAGGGCGGCTGGGTCCTCGACGAAAGAAAAAGCCAC
w I K R S yYy K B I G G VvV W S S8 S E K E T

5941 TTCTTCTTGCCAGCCATCCTGCTCTCCTTATGGTTTGTGCGCGACGCGCTCAAGCAGCTC 6000
AAGAAGAACGGTCGGTAGGACGAGAGGAATACCAAACACGCGCTGCGCGAGTTCGTCGAG
N K K G A M
<« PhaF * P K H A V R E L L E

6001 ATGCAACTGTTCAAGCTTGATCGACAACGCCTCAACGTCATGTTTAGACGGAATACCCAG 6060
TACGTTGACAAGTTCGAACTAGCTGTTGCGGAGTTGCAGTACAAATCTGCCTTATGGGTC
:AH L 9 E L K I S L A E V D H K S P I G L

6061 GCGATTCAAGGCGCGACCGACCCGTGCGTCGAAAGCTTTTTCGATCTTGTCGAGTTGAAT 6120
CGCTAAGTTCCGCGCTGGCTGGGCACGCAGCTTTCGAAAAAGCTAGAACAGCTCAACTTA
R NL A R G V R A D F A K E I K D L Q I

6121 TTCTACCTTGCCGCGTACGCGGTTCACTTCTTCACCGACTTCGTCAAGCTGGTGGTTGGC 6180
AAGATGGAACGGCGCATGCGCCAAGTGAAGAAGTGGCTGAAGCAGTTCGACCACCAACCG
E v K G R VRNV E E G V E DL Q H N A

6181 GGCATCGAGCTCTTTGTCGATGCGCTTCTTGCCGCGCGTCTCGACACCTTCACCCGCCCT 6240
CCGTAGCTCGAGAAACAGCTACGCGAAGAACGGCGCGCAGAGCTGTGGAAGTGGGCGGGA
A D L E K D I R K K G R T E V G E G A R

6241 GACCAGCTCTTTGAAGTAGTCAGAGCCTTCCTGACCGACGCGGGCGTAGGCGCCGATACC 6300
CTGGTCGAGAAACTTCATCAGTCTCGGAAGGACTGGCTGCGCCCGCATCCGCGGCTATGG
v L £E K F Yy b s GG E Q G VvV R A Y A G I G

6301 GGCCAGCCAGATCTTGCGCGCATAGCCGCGCACCTCGCCAAGCGTGCCCAGGGCTTCGTC 6360
CCGGTCGGTCTAGAACGCGCGTATCGGCGCGTGGAGCGGTTCGCACGGGTCCCGAAGCAG
A L W I K R A Y G R V E G L T G L A E D

6361 TTTTTTCTTCACAATCACTTTGGCCATGCTGTGTACCTCATGCTCATGAGTGGTGGAAAA 6420
AAAAAAGAAGTGTTAGTGAAACCGGTACGACACATGGAGTACGAGTACTCACCACCTTTT
K K K v I V K A M
<« Phal

6421 CCGCCCATGGAGGCTGGGCTTGTGCATAAGGTAGGGAAGAAAATTAGAAACCTCACCCTA 6480
GGCGGGTACCTCCGACCCGAACACGTATTCCATCCCTTCTTTTAATCTTTGGAGTGGGAT

6481 AGGTCTTCGTTGTCGCATCTATATACCGCAAGCCCCGTTGACCATAGCGCTAGCGTCGCA 6540
TCCAGAAGCAACAGCGTAGATATATGGCGTTCGGGGCAACTGGTATCGCGATCGCAGCGT

6541 GGCCTCACCTCACGGACATCGACGCCATGACTGCTGTAGCAAACCCACCCAGGCTGACGT 6600
CCGGAGTGGAGTGCCTGTAGCTGCGGTACTGACGACATCGTTTGGGTGGGTCCGACTGCA

6601 TCAAGCAACGCGTGGCAGCCTGTTTCTCCAAACGACCCAGCCTGCGGGACGTTTTATCAA 6660
AGTTCGTTGCGCACCGTCGGACAAAGAGGTTTGCTGGGTCGGACGCCCTGCAAAATAGTT

6661 AAGAAGCATTCCAGGTTTTCAGCGACCGGTATCCATGGGTGCACCGTAACCACCCTCACA 6720
TTCTTCGTAAGGTCCAAAAGTCGCTGGCCATAGGTACCCACGTGGCATTGGTGGGAGTGT

6721 TCACATCGCTCGATCCTTTCGTCATCCTGC 6750
AGTGTAGCGAGCTAGGAAAGCAGTAGGACG

Secuencias de nucleotidos y aminoacidos correspondientes al cluster pha presente en P,

putida DOC21:
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

AGCAGGCTGTCTTCACACGCAGAAAAACCCGCGCTGCTCATCGTCGCTCGCATCCCGCCG
TCGTCCGACAGAAGTGTGCGTCTTTTTGGGCGCGACGAGTAGCAGCGAGCGTAGGGCGGC

CAGGACCGCAATTCGTTATCACTGGTCACCCGAGTAGCAGTACCGGGGCTTCGTCTGGGT
GTCCTGGCGTTAAGCAATAGTGACCAGTGGGCTCATCGTCATGGCCCCGAAGCAGACCCA

PhaCl »

M S N
AACGCCCACAGCCGAGCCGGTACTCGTCTCAGGACAACGGAGCGTCGTAGATGAGTAACA
TTGCGGGTGTCGGCTCGGCCATGAGCAGAGTCCTGTTGCCTCGCAGCATCTACTCATTGT

K NN D DL Q R Q A S E N T L G L N P V
AGAATAACGATGACCTGCAGCGCCAAGCCTCGGAAAACACTCTGGGCCTGAACCCGGTCA
TCTTATTGCTACTGGACGTCGCGGTTCGGAGCCTTTTGTGAGACCCGGACTTGGGCCAGT

I 66 L R R K DL L T S A R M V L R Q A I
TAGGCTTGCGCCGCAAGGATTTGCTGACTTCTGCTCGGATGGTGCTGCGCCAGGCCATTC
ATCCGAACGCGGCGTTCCTAAACGACTGAAGACGAGCCTACCACGACGCGGTCCGGTAAG

R 0 p L H S A K H V A H F G M E L K D V
GACAACCGCTGCACAGTGCCAAGCATGTCGCGCACTTCGGCATGGAACTCAAGGATGTGA
CTGTTGGCGACGTGTCACGGTTCGTACAGCGCGTGAAGCCGTACCTTGAGTTCCTACACT

I F G K S s L Q9 P E S D D R R F N D P A
TCTTCGGCAAATCCAGCCTGCAGCCGGAGAGTGACGACCGCCGCTTCAACGACCCGGCCT
AGAAGCCGTTTAGGTCGGACGTCGGCCTCTCACTGCTGGCGGCGAAGTTGCTGGGCCGGA

w s ¢ N P L Y R R Y L QO T Y L A W R K E
GGAGCCAGAACCCGCTGTACCGCCGCTACCTGCAGACCTACCTGGCCTGGCGCAAGGAGC
CCTCGGTCTTGGGCGACATGGCGGCGATGGACGTCTGGATGGACCGGACCGCGTTCCTCG

L H D W I G D S S L s p T D I S R A H F
TGCATGACTGGATCGGCGACAGCAGCCTGTCACCCACCGACATCAGCCGCGCCCACTTCG
ACGTACTGACCTAGCCGCTGTCGTCGGACAGTGGGTGGCTGTAGTCGGCGCGGGTGAAGC

v 1 N L. M T E A M A P T N S A A N P A A
TCATCAACCTGATGACCGAGGCCATGGCGCCGACCAACAGCGCGGCCAACCCGGCAGCAG
AGTAGTTGGACTACTGGCTCCGGTACCGCGGCTGGTTGTCGCGCCGGTTGGGCCGTCGTC

vV K R F F E T G G K § L L. D G L S N L A
TCAAACGCTTCTTCGAAACCGGCGGCAAGAGCCTGCTCGACGGCCTGTCGAACCTGGCCA
AGTTTGCGAAGAAGCTTTGGCCGCCGTTCTCGGACGAGCTGCCGGACAGCTTGGACCGGT

kK b L vNDNGGMUP S Q V NMD A F E V
AGGACCTGGTCAACAACGGCGGCATGCCGAGCCAGGTCAACATGGATGCCTTCGAAGTGG
TCCTGGACCAGTTGTTGCCGCCGTACGGCTCGGTCCAGTTGTACCTACGGAAGCTTCACC

G K N L G T S E G S Vv v Y R N D V L E L
GCAAGAACCTCGGCACCAGCGAAGGTTCGGTGGTCTATCGCAATGATGTGCTGGAGCTGA
CGTTCTTGGAGCCGTGGTCGCTTCCAAGCCACCAGATAGCGTTACTACACGACCTCGACT

I QY N P I TE Q V HER P L L V V P P
TCCAGTACAACCCGATCACCGAACAGGTGCATGAGCGCCCGCTGCTGGTGGTGCCGCCAC
AGGTCATGTTGGGCTAGTGGCTTGTCCACGTACTCGCGGGCGACGACCACCACGGCGGTG

g I N K F Y V F D L s P D K S L A R F C
AGATCAACAAGTTCTACGTCTTCGACCTGAGCCCGGACAAGAGCCTGGCGCGCTTCTGCC
TCTAGTTGTTCAAGATGCAGAAGCTGGACTCGGGCCTGTTCTCGGACCGCGCGAAGACGG

L R S T Vv o T F I I S W R N P T K A Q R
TGCGCTCCACGGTGCAGACCTTCATCATCAGTTGGCGCAACCCGACCAAGGCCCAGCGTG
ACGCGAGGTGCCACGTCTGGAAGTAGTAGTCAACCGCGTTGGGCTGGTTCCGGGTCGCALC

E w GG L s T Y I D A L K E A V D V V L A

AATGGGGCCTGTCCACCTACATCGACGCCCTGAAGGAAGCCGTCGACGTGGTGCTGGCGA
TTACCCCGGACAGGTGGATGTAGCTGCGGGACTTCCTTCGGCAGCTGCACCACGACCGCT

112

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

I T 6 s K b L NMIL GATC S G G I T C T
TCACCGGCAGCAAGGACCTGAACATGCTCGGCGCCTGCTCCGGCGGCATCACCTGCACCG
AGTGGCCGTCGTTCCTGGACTTGTACGAGCCGCGGACGAGGCCGCCGTAGTGGACGTGGC

A L V G H Y A AL G E K K VN A M T L L
CGCTGGTCGGCCATTACGCCGCACTGGGCGAGAAGAAGGTCAACGCCATGACCCTGCTGG
GCGACCAGCCGGTAATGCGGCGTGACCCGCTCTTCTTCCAGTTGCGGTACTGGGACGACC

v s v L b T™ T L D T Q vV A L F VvV D E Q T
TGAGCGTGCTCGACACCACCCTCGACACCCAGGTCGCGCTGTTCGTCGACGAGCAGACCC
ACTCGCACGAGCTGTGGTGGGAGCTGTGGGTCCAGCGCGACAAGCAGCTGCTCGTCTGGG

L E A A KR H S Y Q A GV L E G R D M A
TCGAAGCGGCCAAGCGTCATTCCTACCAGGCCGGGGTGCTGGAAGGCCGCGACATGGCCA
AGCTTCGCCGGTTCGCAGTAAGGATGGTCCGGCCCCACGACCTTCCGGCGCTGTACCGGT

K v ¥ A W MR P N DL I W N Y W V N N Y
AGGTCTTCGCCTGGATGCGGCCCAACGACCTGATCTGGAACTACTGGGTCAACAACTACC
TCCAGAAGCGGACCTACGCCGGGTTGCTGGACTAGACCTTGATGACCCAGTTGTTGATGG

L L. G N E P P V F D I L F W N N D T T R
TGCTGGGCAACGAGCCGCCGGTGTTCGACATCCTGTTCTGGAACAACGACACCACGCGCC
ACGACCCGTTGCTCGGCGGCCACAAGCTGTAGGACAAGACCTTGTTGCTGTGGTGCGCGG

L p A A F H G DL I EMF K NN P L V R
TGCCGGCCGCCTTCCACGGCGACCTGATCGAGATGTTCAAGAACAACCCGCTGGTACGCG
ACGGCCGGCGGAAGGTGCCGCTGGACTAGCTCTACAAGTTCTTGTTGGGCGACCATGCGC

A D A L E V C G T P I DL K Q V T T D I
CCGACGCCCTGGAAGTCTGCGGCACGCCGATCGACCTCAAGCAGGTCACCACCGACATCT
GGCTGCGGGACCTTCAGACGCCGTGCGGCTAGCTGGAGTTCGTCCAGTGGTGGCTGTAGA

F C V A G T N D H I T P W K S C Y K S A
TCTGCGTGGCCGGCACCAACGACCACATCACCCCGTGGAAGTCCTGCTACAAGTCGGCGC
AGACGCACCGGCCGTGGTTGCTGGTGTAGTGGGGCACCTTCAGGACGATGTTCAGCCGCG

Q L ¥F G G N V E F L L S N S G H I Q s I
AACTGTTCGGCGGCAACGTCGAGTTCCTGCTGTCCAACAGCGGGCACATCCAGAGCATCC
TTGACAAGCCGCCGTTGCAGCTCAAGGACGACAGGTTGTCGCCCGTGTAGGTCTCGTAGG

L N P P G N P KA RY M T s S E M P A D
TCAACCCGCCGGGCAACCCCAAGGCGCGCTACATGACCAGCAGCGAGATGCCGGCCGATG
AGTTGGGCGGCCCGTTGGGGTTCCGCGCGATGTACTGGTCGTCGCTCTACGGCCGGCTAC

A D H W Q E N S S K H T D S W W L Y W Q
CCGACCACTGGCAGGAAAACTCCAGCAAGCACACCGACTCCTGGTGGCTGTACTGGCAGA
GGCTGGTGACCGTCCTTTTGAGGTCGTTCGTGTGGCTGAGGACCACCGACATGACCGTCT

T w L. A D R S G A L K K s P T T L G N K
CCTGGCTGGCCGACCGCTCCGGAGCACTGAAGAAGTCGCCCACCACTCTCGGCAACAAGG
GGACCGACCGGCTGGCGAGGCCTCGTGACTTCTTCAGCGGGTGGTGAGAGCCGTTGTTCC

A'Y P A G E A S P G T Y V H E R *
CCTATCCGGCAGGCGAAGCATCGCCGGGCACTTACGTCCACGAACGTTGAAACCCGCCGC
GGATAGGCCGTCCGCTTCGTAGCGGCCCGTGAATGCAGGTGCTTGCAACTTTGGGCGGCG

Phaz »

M P Q P
GCCGCCCGCGACACGCCGGCGGCGCTGCATTGCTGACAGGGCTCGCGCATGCCGCAACCG
CGGCGGGCGCTGTGCGGCCGCCGCGACGTAACGACTGTCCCGAGCGCGTACGGCGTTGGC

Yy I ¥ R T V D L D G QQ T I R T A V R P G
TACATCTTCCGGACCGTCGACCTGGATGGACAGACCATCCGCACCGCGGTTCGCCCCGGC
ATGTAGAAGGCCTGGCAGCTGGACCTACCTGTCTGGTAGGCGTGGCGCCAAGCGGGGCCG

K p H L T P L L I F N G I G A N L E L V

AAGCCGCACCTCACGCCCTTGCTGATCTTCAATGGCATCGGGGCCAACCTGGAGCTGGTA
TTCGGCGTGGAGTGCGGGAACGACTAGAAGTTACCGTAGCCCCGGTTGGACCTCGACCAT

113

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

¥r p F I 0 A L D P DL E V I A F D V P G
TTTCCGTTCATCCAGGCGCTGGACCCGGACCTTGAAGTCATTGCGTTCGACGTACCCGGC
AAAGGCAAGTAGGTCCGCGACCTGGGCCTGGAACTTCAGTAACGCAAGCTGCATGGGCCG

v G 6 s s T p R H P Y R F P G L A K L T
GTCGGTGGTTCCTCGACGCCACGCCACCCCTATCGCTTTCCCGGCCTGGCCAAACTGACC
CAGCCACCAAGGAGCTGCGGTGCGGTGGGGATAGCGAAAGGGCCGGACCGGTTTGACTGG

AR M L DY L DY G Q V N V I G V S W G
GCACGCATGCTCGATTACCTGGACTACGGCCAGGTCAATGTCATCGGCGTGTCGTGGGGC
CGTGCGTACGAGCTAATGGACCTGATGCCGGTCCAGTTACAGTAGCCGCACAGCACCCCG

G A L A Q Q F A H DY P E R C K K L V L
GGCGCGCTGGCCCAGCAGTTCGCCCACGACTACCCCGAGCGCTGCAAGAAGCTGGTTCTG
CCGCGCGACCGGGTCGTCAAGCGGGTGCTGATGGGGCTCGCGACGTTCTTCGACCAAGAC

A A T A A G AV M V P G K P K V L W L M
GCCGCCACCGCCGCCGGCGCGGTGATGGTGCCCGGCAAGCCCAAGGTGCTGTGGTTGATG
CGGCGGTGGCGGCGGCCGCGCCACTACCACGGGCCGTTCGGGTTCCACGACACCAACTAC

A S P R R Y V Q P S H V I R I A P E I Y
GCCAGCCCGCGACGCTATGTGCAGCCGTCGCATGTGATCCGCATCGCCCCGGAGATCTAC
CGGTCGGGCGCTGCGATACACGTCGGCAGCGTACACTAGGCGTAGCGGGGCCTCTAGATG

G G A F R RN P DL A L S H A S K V R S
GGCGGCGCGTTTCGCCGCAACCCCGACCTGGCCCTGTCGCACGCCTCCAAGGTGCGTTCC
CCGCCGCGCAAAGCGGCGTTGGGGCTGGACCGGGACAGCGTGCGGAGGTTCCACGCAAGG

s 6 K L 6 Y ¥y w Q L F A G L G W T S A H
TCGGGCAAGCTCGGTTACTACTGGCAACTGTTCGCCGGCCTTGGCTGGACCAGCGCCCAC
AGCCCGTTCGAGCCAATGATGACCGTTGACAAGCGGCCGGAACCGACCTGGTCGCGGGTG

w L H K I ¢ ¢ p T L VvV L A G D D D P L I
TGGCTGCACAAGATCCAGCAGCCGACCCTGGTGCTGGCCGGCGACGATGACCCGTTGATC
ACCGACGTGTTCTAGGTCGTCGGCTGGGACCACGACCGGCCGCTGCTACTGGGCAACTAG

p L I NMURF L A W R I P N A Q L H I I
CCGTTGATCAATATGCGCTTTCTGGCCTGGCGAATTCCCAATGCCCAGCTACACATAATC
GGCAACTAGTTATACGCGAAAGACCGGACCGCTTAAGGGTTACGGGTCGATGTGTATTAG

bp b 6 H L *» L T T R A E A V A P I I M K
GACGATGGTCACTTGTTTCTGATTACCCGTGCCGAGGCCGTGGCGCCGATCATCATGAAA
CTGCTACCAGTGAACAAAGACTAATGGGCACGGCTCCGGCACCGCGGCTAGTAGTACTTT

F L 0 QO E R Q R AV M HUP R P A P N A *
TTCCTGCAGCAGGAGCGCCAACGCGCCGTCATGCATCCTCGGCCCGCCCCGAACGCCTGA
AAGGACGTCGTCCTCGCGGTTGCGCGGCAGTACGTAGGAGCCGGGCGGGGCTTGCGGACT

ACCACCCCCCATCGCTTGCACCTTTGGCAGGAGCGCCGAAGCATGCAAGCGCATTGGTTG
TGGTGGGGGGTAGCGAACGTGGAAACCGTCCTCGCGGCTTCGTACGTTCGCGTAACCAAC

AGGCAAATCCCGCCCCCGCACGGGGTCAGTTTGTTGATGGCTCGACGACGGAGTGTTGCC
TCCGTTTAGGGCGGGGGCGTGCCCCAGTCAAACAACTACCGAGCTGCTGCCTCACAACGG

PhaC2 »

M N D K P A K A T A P T P A A Y I N V
TGATGAATGACAAACCCGCAAAAGCGACGGCGCCGACACCCGCCGCGTACATCAACGTAC
ACTACTTACTGTTTGGGCGTTTTCGCTGCCGCGGCTGTGGGCGGCGCATGTAGTTGCATG

g s AV Vv 6 L R GRDIL V S T L R H V G
AGAGCGCGGTCGTCGGTTTGCGCGGGCGCGACCTGGTGTCGACCCTGCGCCATGTCGGCC
TCTCGCGCCAGCAGCCAAACGCGCCCGCGCTGGACCACAGCTGGGACGCGGTACAGCCGG

R H G L R H P L H T AU RHMUL A L G G Q

GCCACGGCCTGCGCCACCCGCTGCACACGGCCCGGCACATGCTCGCGCTGGGCGGCCAGT
CGGTGCCGGACGCGGTGGGCGACGTGTGCCGGGCCGTGTACGAGCGCGACCCGCCGGTCA
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2160
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2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

L 6 R V L L. ¢&D AP Y Q P A A R DN R F
TGGGCCGCGTACTGCTCGGCGATGCGCCCTATCAGCCCGCCGCGCGGGACAACCGCTTCA
ACCCGGCGCATGACGAGCCGCTACGCGGGATAGTCGGGCGGCGCGCCCTGTTGGCGAAGT

N D P A W T L N P F Y R R G L Q A W L A
ACGATCCGGCCTGGACCCTCAATCCGTTCTACCGCCGCGGCCTGCAGGCATGGCTGGCGT
TGCTAGGCCGGACCTGGGAGTTAGGCAAGATGGCGGCGCCGGACGTCCGTACCGACCGCA

W O K 0 T R N W I DES QUL S DDTDR A
GGCAGAAACAGACCCGCAACTGGATCGACGAAAGCCAGTTGAGCGACGACGACCGAGCCC
CCGTCTTTGTCTGGGCGTTGACCTAGCTGCTTTCGGTCAACTCGCTGCTGCTGGCTCGGG

R A H F L F S L L. NDAV A P S N T L L
GCGCACATTTTCTGTTTTCCCTGCTCAACGACGCCGTAGCGCCGAGCAATACCTTGCTCA
CGCGTGTAAAAGACAAAAGGGACGAGTTGCTGCGGCATCGCGGCTCGTTATGGAACGAGT

N P L A I K E L F N S G G L S V V K G L
ATCCGCTGGCGATCAAGGAGCTGTTCAACAGTGGCGGGCTCAGCGTGGTCAAGGGGCTGG
TAGGCGACCGCTAGTTCCTCGACAAGTTGTCACCGCCCGAGTCGCACCAGTTCCCCGACC

G H L L. D DL R HNHGMP R Q V A K D
GGCATCTGCTCGACGATCTGCGGCACAACCACGGCATGCCGCGGCAGGTCGCCAAGGACG
CCGTAGACGAGCTGCTAGACGCCGTGTTGGTGCCGTACGGCGCCGTCCAGCGGTTCCTGC

A F E V G H N L A A T P G A V V F R N E
CCTTCGAAGTCGGCCACAACCTTGCCGCGACGCCTGGCGCGGTAGTGTTTCGCAACGAGT
GGAAGCTTCAGCCGGTGTTGGAACGGCGCTGCGGACCGCGCCATCACAAAGCGTTGCTCA

L L. ¢ L I QY S p M S E K Q Y A R P V L
TGCTGGAGCTGATCCAGTACAGCCCCATGAGCGAAAAGCAGTACGCCCGGCCCGTGCTGG
ACGACCTCGACTAGGTCATGTCGGGGTACTCGCTTTTCGTCATGCGGGCCGGGCACGACC

v v p P Q I N K F Y V F D L N P A N S L
TGGTACCGCCGCAAATCAACAAGTTCTATGTGTTCGACCTCAACCCGGCCAACAGCCTGG
ACCATGGCGGCGTTTAGTTGTTCAAGATACACAAGCTGGAGTTGGGCCGGTTGTCGGACC

v ¢ Yy M L K N GG L ©Q T F M I S W R N P D
TGCAGTACATGCTCAAGAATGGTCTGCAGACGTTCATGATCAGTTGGCGCAACCCCGACC
ACGTCATGTACGAGTTCTTACCAGACGTCTGCAAGTACTAGTCAACCGCGTTGGGGCTGG

P R H R EWG L S S Y V A A V E E A L N
CACGTCATCGCGAATGGGGCCTGTCGTCGTATGTCGCCGCCGTGGAGGAAGCCCTCAACG
GTGCAGTAGCGCTTACCCCGGACAGCAGCATACAGCGGCGGCACCTCCTTCGGGAGTTGC

v C R A I T G S R D V N L M G A C A G G
TCTGCCGCGCCATCACCGGCAGCCGCGACGTCAACCTGATGGGCGCCTGCGCCGGLCGGLC
AGACGGCGCGGTAGTGGCCGTCGGCGCTGCAGTTGGACTACCCGCGGACGCGGCCGCCGG

L T M A A L Q G H L O A KR Q L R R V H
TGACCATGGCGGCCCTGCAGGGTCACCTGCAGGCCAAGCGGCAACTGCGCCGTGTGCACA
ACTGGTACCGCCGGGACGTCCCAGTGGACGTCCGGTTCGCCGTTGACGCGGCACACGTGT

s A S Yy L v s L L D S A L D S P A S L F
GCGCCAGCTACCTGGTGAGCCTGCTCGACAGCGCCCTGGACAGCCCTGCCAGCCTGTTCG
CGCGGTCGATGGACCACTCGGACGAGCTGTCGCGGGACCTGTCGGGACGGTCGGACAAGC

A DE QT L EAAZ KIRI RS Y Q 0 G V L D
CCGACGAGCAGACCCTGGAGGCGGCCAAGCGCCGCTCCTACCAGCAAGGCGTGCTCGATG
GGCTGCTCGTCTGGGACCTCCGCCGGTTCGCGGCGAGGATGGTCGTTCCGCACGAGCTAC

G G EM S RV F AWMU R P N DL V W N Y
GCGGCGAAATGAGCCGCGTGTTCGCCTGGATGCGGCCCAACGACCTGGTCTGGAACTACT
CGCCGCTTTACTCGGCGCACAAGCGGACCTACGCCGGGTTGCTGGACCAGACCTTGATGA

F VNN Y L L G K S P P A F D I L Y W N
TCGTCAACAACTACCTGCTCGGCAAGTCGCCGCCTGCGTTCGACATCCTCTACTGGAACA
AGCAGTTGTTGATGGACGAGCCGTTCAGCGGCGGACGCAAGCTGTAGGAGATGACCTTGT

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080
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4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

N D C S R L P A A L H G D L L D F F K Y
ACGACTGCAGCCGCCTGCCGGCTGCGCTGCACGGCGACCTGCTGGACTTCTTCAAGTACA
TGCTGACGTCGGCGGACGGCCGACGCGACGTGCCGCTGGACGACCTGAAGAAGTTCATGT

N P L A H S A G L E V C G T P I D L H K
ACCCACTGGCGCACAGCGCCGGGCTGGAGGTCTGCGGTACGCCGATCGACCTGCACAAAG
TGGGTGACCGCGTGTCGCGGCCCGACCTCCAGACGCCATGCGGCTAGCTGGACGTGTTTC

v T v b S F H V A G S N D H I T P W D A
TCACCGTCGACAGCTTCCACGTGGCCGGCAGCAATGACCACATCACGCCCTGGGACGCGG
AGTGGCAGCTGTCGAAGGTGCACCGGCCGTCGTTACTGGTGTAGTGCGGGACCCTGCGCC

v Yy R S A L L L G G E R R F V L S N S G
TCTATCGCTCGGCGCTGCTGCTGGGCGGCGAGCGGCGTTTCGTGCTGTCCAACAGCGGCC
AGATAGCGAGCCGCGACGACGACCCGCCGCTCGCCGCAAAGCACGACAGGTTGTCGCCGG

fAH v o s I L N P P G N P K S H Y V H N P
ATGTGCAGAGCATTCTCAACCCGCCGGGCAACCCCAAGTCGCACTACGTGCACAACCCGA
TACACGTCTCGTAAGAGTTGGGCGGCCCGTTGGGGTTCAGCGTGATGCACGTGTTGGGCT

K L.s s bD P R A W Y Y D A E K T D G S W
AGCTGAGCAGCGACCCTCGCGCCTGGTATTACGACGCCGAGAAGACCGACGGCAGTTGGT
TCGACTCGTCGCTGGGAGCGCGGACCATAATGCTGCGGCTCTTCTGGCTGCCGTCAACCA

w Pp L W L E W I 0 R S G A L R E T D A
GGCCGTTGTGGCTGGAGTGGATTCAGCAACGCTCCGGCGCCCTGCGCGAAACCGACGCGA
CCGGCAACACCGACCTCACCTAAGTCGTTGCGAGGCCGCGGGACGCGCTTTGGCTGCGCT

T L.G6G S A N Y P P M D P A P G K Y V L V
CCCTGGGCAGTGCCAACTACCCGCCAATGGACCCCGCACCCGGCAAATACGTCCTGGTGC
GGGACCCGTCACGGTTGATGGGCGGTTACCTGGGGCGTGGGCCGTTTATGCAGGACCACG

PhaD »

M K T R D R I L E C A L H L
R *
GCTGACAATGAGGACTGGATGAAAACCCGCGACCGCATCCTCGAATGCGCCCTGCACTTG
CGACTGTTACTCCTGACCTACTTTTGGGCGCTGGCGTAGGAGCTTACGCGGGACGTGAAC

F N O O G E P NV S T L E I A N E L G I
TTCAACCAGCAGGGCGAGCCCAACGTCTCGACACTGGAAATCGCCAACGAACTGGGGATC
AAGTTGGTCGTCCCGCTCGGGTTGCAGAGCTGTGACCTTTAGCGGTTGCTTGACCCCTAG

s p G N L Y Y H F H G K E P L V L G L F
AGCCCCGGCAACCTGTACTACCACTTCCACGGCAAGGAGCCGCTGGTGCTGGGGCTGTTC
TCGGGGCCGTTGGACATGATGGTGAAGGTGCCGTTCCTCGGCGACCACGACCCCGACAAG

G R F E E E L T P L L D P P L G V R L D
GGACGCTTCGAGGAAGAACTGACGCCGCTGCTCGACCCACCGCTGGGAGTGCGCCTGGAC
CCTGCGAAGCTCCTTCTTGACTGCGGCGACGAGCTGGGTGGCGACCCTCACGCGGACCTG

A E DY W L F L H L T VvV E R M A Q Y R F
GCCGAGGATTACTGGCTGTTCCTGCACCTGATCGTCGAGCGCATGGCGCAGTACCGGTTT
CGGCTCCTAATGACCGACAAGGACGTGGACTAGCAGCTCGCGTACCGCGTCATGGCCAAA

L ¥ 0O D L s N L T G R L P K L A R D M R
CTCTTTCAGGATCTGTCGAACCTCACCGGACGCTTGCCGAAGCTGGCCCGCGACATGCGC
GAGAAAGTCCTAGACAGCTTGGAGTGGCCTGCGAACGGCTTCGACCGGGCGCTGTACGCG

T L L N GG L K R T L A A L L A S L K A Q
ACCCTGCTCAACGGCCTCAAGCGCACCCTCGCCGCCCTGCTCGCCAGCCTCAAGGCGCAG
TGGGACGAGTTGCCGGAGTTCGCGTGGGAGCGGCGGGACGAGCGGTCGGAGTTCCGCGTC

G ¢ I #H s D T R A L G Q L V E O I T L T

GGCCAGATTCACAGCGACACCCGGGCACTCGGGCAACTGGTCGAACAGATCACCCTGACG
CCGGTCTAAGTGTCGCTGTGGGCCCGTGAGCCCGTTGACCAGCTTGTCTAGTGGGACTGC

116

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

L L. ¥ s L DY Q R V L A K DA AE V G I V
CTGCTGTTCTCGCTGGATTATCAGCGGGTGCTGGCCAAGGATGCCGAGGTGGGGATCGTG
GACGACAAGAGCGACCTAATAGTCGCCCACGACCGGTTCCTACGGCTCCACCCCTAGCAC

vy 9 V™M M L V A P H L E A P S R H A A
GTGTATCAGGTCATGATGCTGGTGGCGCCGCACCTGGAAGCCCCGTCGCGGCACGCGGLG
CACATAGTCCAGTACTACGACCACCGCGGCGTGGACCTTCGGGGCAGCGCCGTGCGCCGC

E 0 L AL R Y L E G *
GAGCAGTTGGCACTGCGCTATCTGGAAGGATGAGTCCGGGGGACCCCAAAAACAAAACGC
CTCGTCAACCGTGACGCGATAGACCTTCCTACTCAGGCCCCCTGGGGTTTTTGTTTTGCG

CCGGCCGGGTGCCGTAATACTGGGGCCGCTCGCAACCCTTCGCGGGCAAGCCCGCTCCTA
GGCCGGCCCACGGCATTATGACCCCGGCGAGCGTTGGGAAGCGCCCGTTCGGGCGAGGAT

CGGACTATCCGCCCATAGGAGCGGCTTTAGCCGCGAAGCGCTGGTGAATTCGCCGACGCA
GCCTGATAGGCGGGTATCCTCGCCGAAATCGGCGCTTCGCGACCACTTAAGCGGCTGCGT

TCGCGGCTGAAGCCGCTCCTACGGAGGGCGTGTGGGAGCTGGCTTGCCAGCGAAGGGCCG
AGCGCCGACTTCGGCGAGGATGCCTCCCGCACACCCTCGACCGAACGGTCGCTTCCCGGC

CAAAGCGGCCCCAAGAGCTTGAGTGAACAGCAGAACGCCCGGGGTGCCGGECETTTIGCT
GTTTCGCCGGGGTTCTCGAACTCACTTGICGTCTTGCGGGCCCCACGGCCCGCAAAACGA
——————————————————— REP2---- ----REP2’-----

TGCAGCCGCCTGAGGTCAGGTATGGCTGGTTGGCGTTACCGGTGCCGATGGCGCCGGAGT
ACGTCGGCGGACTCCAGTCCATACCGACCAACCGCAATGGCCACGGCTACCGCGGCCTCA
*x T H s T p T V P A S P A P T

AGCCGGTGCGGCGCTGGCGGCCGGAGCAGCACTGGCTGCCGGGGCTGCGCTGGCAGCAGG
TCGGCCACGCCGCGACCGCCGGCCTCGTCGTGACCGACGGCCCCGACGCGACCGTCGTCC
A P A A S A A P A A S A A P A A S A A P

AGCGGCCGGTTTGGCTGCCGGCTTCGCTGCCGGTGCCTTGCGCGCTACAGGCTTTTTCGC
TCGCCGGCCAAACCGACGGCCGAAGCGACGGCCACGGAACGCGCGATGTCCGAAAAAGCG
A A P K A A P K A A P A K R A V P K K A

TGCTGCTGGTTTGGCAACTGCTGGCTTGGCAGCCGGTTTCGCCGCGACCGGTTTCGCTGC
ACGACGACCAAACCGTTGACGACCGAACCGTCGGCCAAAGCGGCGCTGGCCAAAGCGACG
A A P K AV A P K A A P K A A V P K A A

AGCCGGCTTGGCAGCGGCGGGTTTGGCAGCCGCGGCTTTGGCGGCAGCAGGTTTGGCTGC
TCGGCCGAACCGTCGCCGCCCAAACCGTCGGCGCCGAAACCGCCGTCGTCCAAACCGACG
A P K A A A P K A A A A K A A A P K A A

TGGCTTGGCCGCCGGTTTGGCTGCGGCGGTTTTTGCCGCTGGCTTGGCCAGAGGCTTGGC
ACCGAACCGGCGGCCAAACCGACGCCGCCAAAAACGGCGACCGAACCGGTCTCCGAACCG
P K A A P K A A A T K A A P K A L P K A

CGCTGCCTTGGTTGCCGTCGAGGACTTGGCCGAAATCGGCGTGACCGATGCACCGGTCAG
GCGACGGAACCAACGGCAGCTCCTGAACCGGCTTTAGCCGCACTGGCTACGTGGCCAGTC
A A K T A T S S K A s I P T V S A G T L

TTTCTCGATCTGCTTGGTCAGCGTATCGACCTTGGCATGCAGTGCCTTGATCTCGTTCTT
AAAGAGCTAGACGAACCAGTCGCATAGCTGGAACCGTACGTCACGGAACTAGAGCAAGAA
K E I ¢ K T L T D VvV K A H L A K I E N K

GCTCGGCACGCCGAGACGCGAGATCGCGCTGTTCAGGCGTTTGTCGAAAGCACCTTCAAG
CGAGCCGTGCGGCTCTGCGCTCTAGCGCGACAAGTCCGCAAACAGCTTTCGTGGAAGTTC
s p V G L R S I A S N L R K D F A G E L

CTCGCTCCACTTGCCCAGCGCGCGGTCTTTGACATCGGCAACCCGCGAAGTCGCCGACTT

GAGCGAGGTGAACGGGTCGCGCGCCAGAAACTGTAGCCGTTGGGCGCTTCAGCGGCTGAA
E S w K 6 L. AR DI KV DAV R S T A S K
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5100
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5280

5340

5400

5460
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5640

5700

5760

5820
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6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6601

6661

6721

6781

6841

Cuando se comparan las secuencias obtenidas con las de otras especies de
Pseudomonas, se observa que existe una gran similitud entre los genes que componen este
locus en las distintas especies, lo que demuestra, como ya indicibamos anteriormente, que el
locus pha es una region muy conservada en estas bacterias (Prieto et al, 2007). Por ello, y

teniendo en cuenta la homologia entre las proteinas, podemos atribuir a los genes secuenciados

GGCGCTGTCTTTCGCCGTGTCCTTGACCGCATCGACGCTTTTCTTCGCCTGCTTCTCGGC
CCGCGACAGAAAGCGGCACAGGAACTGGCGTAGCTGCGAAAAGAAGCGGACGAAGAGCCG
A S D K AT D K V A DV S K K A Q K E A

TTTCTCACCGTCCTTTACCAGCGACTCGAAGACCTTGCTGCCGTCCTGCTCGACCTTCGA
AAAGAGTGGCAGGAAATGGTCGCTGAGCTTCTGGAACGACGGCAGGACGAGCTGGAAGCT
K E G b K vL S E F V K S G D Q E V K S

GTAGACGCCCAGGCCAGCCAGCCAGATCTTGCGGGAGTACTTCTCGATTCCCCCGATCCA
CATCTGCGGGTCCGGTCGGTCGGTCTAGAACGCCCTCATGAAGAGCTAAGGGGGCTAGGT
Yy v G L ¢ A L W I K R S Y K E I G G I W

GGAGCTGCTTTCTTTTTCAGTATTCTTTTTGCCAGCCATCCCGCTCTCCTTATTTTTTGC
CCTCGACGAAAGAAAAAGTCATAAGAAAAACGGTCGGTAGGGCGAGAGGAATAAAAAACG
* K K G
s s S E K E T N K K G A M
<« PhaF

CGGTGACACGTTCAAGCAACGCCGTCAGCTCATCGAGCTTGGCAGAAAGTGCCTCCACGT
GCCACTGTGCAAGTTCGTTGCGGCAGTCGAGTAGCTCGAACCGTCTTTCACGGAGGTGCA
T v R E L L A T L E D L K A S L A E V D

CATGTTTAGACGGAATGCCGATCCGATTCAAGGCGCTGGCGACCCGTGTGTCGAAAGCCT
GTACAAATCTGCCTTACGGCTAGGCTAAGTTCCGCGACCGCTGGGCACACAGCTTTCGGA
HAH x s p I G I R N L A S A V R T D F A K

TTTCGATTTTGTCCAGTTGAACCTCGACCTTGCCCTTCACGGTGCTGAGGTCGTGCTTCA
AAAGCTAAAACAGGTCAACTTGGAGCTGGAACGGGAAGTGCCACGACTCCAGCACGAAGT
E I K DL ¢ v EV K G K Vv T s L D H K V

CACGGGTGTAGGCACCCAGACCGGCCAGCCAGATCTTGCGCGCGTAGCCACGCACTTCAC
GTGCCCACATCCGTGGGTCTGGCCGGTCGGTCTAGAACGCGCGCATCGGTGCGTGAAGTG
R T vy A G L G A L W I K R A Y G R V E S

TCAGGCTGCTCTGAACGTCGTCTTTTTTCTTCAGGATTACTTTGGCCATGCTCGGCACCT
AGTCCGACGAGACTTGCAGCAGAAAAAAGAAGTCCTAATGAAACCGGTACGAGCCGTGGA
L s s ¢ v D D K K K L I V K A M
<« Phal

CACACTCATGACGGAATGGAAGAACGCCCACGGATTCGGGGACTGGAAGCCAAAGTACGG
GTGTGAGTACTGCCTTACCTTCTTGCGGGTGCCTAAGCCCCTGACCTTCGGTTTCATGCC

AGAAAAATTAGAATCGGCACCCTAACAGCAGCTGCAAGTCATGAGCTGCAAGCTTCAAGC
TCTTTTTAATCTTAGCCGTGGGATTGTCGTCGACGTTCAGTACTCGACGTTCGAAGTTCG

AGAACTGCGGCGGAACCGACGCCGCGGCCACACCACGAACGTCTTGGGGCTTGCAGCTTG
TCTTGACGCCGCCTTGGCTGCGGCGCCGGTGTGGTGCTTGCAGAACCCCGAACGTCGAAC

las funciones correspondientes del cluster pha.

A continuacion, se muestra un alineamiento de las secuencias proteicas codificadas por

estos genes en distintas especies, realizado con la herramienta biomformatica Clustal Omega

del EBI.
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P.

P.
P.
P.

PhaCl1

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

putida N
putida DOC21
putida U
putida KT2440
aeruginosa

MSNKNNDELQRQASENTLGLNPVIGIRRKDLLSSARTVLRQAVRQPLHSAKHVAHFGLEL
MSNKNNDDLQRQASENTLGLNPVIGLRRKDLLTSARMVLRQAIRQPLHSAKHVAHFGMEL
MSNKNNDELQRQASENTLGLNPVIGIRRKDLLSSARTVLRQAVRQPLHSAKHVAHFGLEL
MSNKNNDELQRQASENTLGLNPVIGIRRKDLLSSARTVLRQAVRQPLHSAKHVAHFGLEL
MSQKNNNELPKQAAENTLNLNPVIGIRGKDLLTSARMVLLQAVRQPLHSARHVAHFSLEL

Kk e khk ko ok ohkkoehkhkhkk KAhkhkhkhkkoek Khkhkkohkhkk *k%k ,kohkhkhkhkhkhkkohkhkhkkkx %%

KNVLLGKSSLAPDSDDRRENDPAWSNNPLYRRYLQTYLAWRKELQDWVSSSDLSPQDISR
KDVIFGKSSLQPESDDRRENDPAWSONPLYRRYLQTYLAWRKELHDWIGDSSLSPTDISR
KNVLLGKSSLAPESDDRRENDPAWSNNPLYRRYLQTYLAWRNELQDWIGNSDLPPQDISR
KNVLLGKSSLAPDSDDRRENDPAWSNNPLYRRYLQTYLAWRKELQDWVSSSDLSPQDISR
KNVLLGQSELRPGDDDRRESDPAWSQNPLYKRYMQOTYLAWRKELHSWISHSDLSPQDISR

K ek e okoek Kk K KAk Ak Ak Ahkhkhkkoehkhkhkkokkoehkhkhkhkhkhkkokko %o * kK k Kk k%K

GQFVINLMTEAMAPTNTLSNPAAVKRFFETGGKSLLDGLSNLAKDMVNNGGMPSQVNMDA
AHFVINLMTEAMAPTNSAANPAAVKRFFETGGKSLLDGLSNLAKDLVNNGGMPSQVNMDA
GQFVINLMTEAMAPTNTLSNPAAVKRFFETGGKSLLDGLSNLAKDMVNNGGMPSQVNMDA
GQFVINLMTEAMAPTNTLSNPAAVKRFFETGGKSLLDGLSNLAKDMVNNGGMPSQVNMDA
GQFVINLLTEAMSPTNSLSNPAAVKRFFETGGKSLLDGLGHLAKDLVNNGGMPSQVDMDA

ek hkhk Ak ohkhhKhkoehhkh e o hhkAhAAAAKAKAKRIAKAKEAKR s hhhk e khkhkAhAhd kK« Kk K

FEVGKNLGTSEGAVVYRNDVLELIQYSPITEQVHARPLLVVPPQINKFYVFDLSPEKSLA
FEVGKNLGTSEGSVVYRNDVLELIQYNPITEQVHERPLLVVPPQINKFYVFDLSPDKSLA
FEVGKNLGTSEGAVVYRNDVLELIQYSPITEQVHARPLLVVPPQINKFYVEDLSPEKSLA
FEVGKNLGTSEGAVVYRNDVLELIQYSPITEQVHARPLLVVPPQINKFYVEDLSPEKSLA
FEVGKNLATTEGAVVFRNDVLELIQYRPITESVHERPLLVVPPQINKFYVFDLSPDKSLA

KA KA A A, Kok koehkhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkh *,hkhkk *k ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhko kkkx

RFCLRSQQQTFIISWRNPTKAQREWGLSTYIDALKEAVDAVLAITGSKDLNMLGACSGGI
RFCLRSTVQTFIISWRNPTKAQREWGLSTYIDALKEAVDVVLAITGSKDLNMLGACSGGI
RYCLRSQQQTFITISWRNPTKAQREWGLSTYIDALKEAVDAVLAITGSKDLNMLGACSGGI
RFCLRSQQQTFIISWRNPTKAQREWGLSTYIDALKEAVDAVLSITGSKDLNMLGACSGGI
RFCLRNGVQTFIVSWRNPTKSQREWGLTTYIEALKEAIEVVLSITGSKDLNLLGACSGGI

* . kKK KAk Ak e kA A Ak Ak ko hkhkhkhkhkhkohkhkhkohkhkhkhkhkeo ,hkohkhkhkhkhkhkhkokhkkkkkkx

TCTALVGHYAAIGENKVNALTLLVSVLDTTMDNQVALFVDEQTLEAAKRHSYQAGVLEGS
TCTALVGHYAALGEKKVNAMTLLVSVLDTTLDTQVALFVDEQTLEAAKRHSYQAGVLEGR
TCTALVGHYAATIGENKVNALTLLVSVLDTTMDNQVALFVDEQTLESAKRHSYQAGVLEGS
TCTALVGHYAATIGENKVNALTLLVSVLDTTMDNQVALFVDEQTLEAAKRHSYQAGVLEGS
TTATLVGHYVASGEKKVNAFTQLVSVLDFELNTQVALFADEKTLEAAKRRSYQSGVLEGK

Kk e e kkhkhkk kK Kkkekkhkkok KAk KkKkK se KAk AkAkKk KAKkekhkKkoekhkkokkhkk o kkkkK

EMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVEFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKSNP
DMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVEFDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKNNP
EMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVEDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKSNP
EMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNEPPVEDILFWNNDTTRLPAAFHGDLIEMFKSNP
DMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGNQPPAFDILYWNNDTTRLPAALHGEFVELFKSNP

ek A A A A A A A A A A A A A A kA A A A kA Ak hk ke kk khkhk ko hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkokkeoookokk %%

LTRPDALEVCGTAIDLKQVKCDIYSLAGTNDHITPWPSCYRSAHLFGGKIEFVLSNSGHI
LVRADALEVCGTPIDLKQVTTDIFCVAGTNDHITPWKSCYKSAQLFGGNVEFLLSNSGHI
LIRPDALEVCGTPINLKNVQCDIFSVAGTADHITPWQSCYRSAHLFGGKIEFVLSNSGHI
LTRPDALEVCGTAIDLKQVKCDIYSLAGTNDHITPWPSCYRSAHLFGGKIEFVLSNSGHI
LNRPGALEVSGTPIDLKQVTCDEYCVAGLNDHITPWESCYKSARLLGGKCEFILSNSGHI

* ok *hkkk kk ke kk ok * o e . kK khkkhkkhkk hhkkoekkoekokkhke Khkokkhkkhkkhkkhkkk

QSILNPPGNPKARFMTGADRPGDPVAWQENATKHADSWWLHWQSWLGERAGALKKAPTRL
QSILNPPGNPKARYMTSSEMPADADHWQENSSKHTDSWWLYWQTWLADRSGALKKSPTTL
QSILNPPGNPKARFMTGADRPGDPLAWQENATKHADSWWLHWQOSWLSERAGELKKAPTRL
QSILNPPGNPKARFMTGADRPGDPVAWQENATIKHADSWWLHWQSWLGERAGALKKAPTRL
QSILNPPGNPKARFMTNPELPAEPKAWLEQAGKHADSWWLHWQOWLAERSGKTRKAPASL

KKKk KKk KKk K Khk s kk o K. Kokas kK akkKkkK kK kK akik sk ik. K
GNRAYAAGEASPGTYVHER* 559
GNKAYPAGEASPGTYVHER¥* 559
GNRAYAAGEAAPGTYVHER* 559
GNRTYAAGEASPGTYVHER* 559
GNKTYPAGEAAPGTYVHER* 559

Kk e ok KAhkhkk o kkk kK kk kK
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Resultados y Discusion

P.

P.
P.
P.

PhaZ

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

PhaC2

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

MPQPFVFRTIDLDGQTIRTAVRPGKEGSTPLLIFNGIGANLELVFPEVQALDPELEVIAF
MPQPYIFRTVDLDGQTIRTAVRPGKPHLTPLLIFNGIGANLELVFPFIQALDPDLEVIAF
MPEPYIFRTVELDDQSIRTAVRPGKPHLTPLLIFNGIGANLELVFPFIEALDPDLEVIAF
MPQPYIFRTVELDHQSIRTAVRPGKPHLTPLLIFNGIGANLELVFPFIDALDPDLEVIAF
MPQPYIFRTVELDNQSIRTAVRPGKPHLTPLLIFNGIGANLELVFPFIDALDPDLEVIAF

Kk ek e ohkhk ke okk Kok hkhkhkhkkkkKk BRI R R R PN N S

DVPGVGGSSTPSVPYRFPGLAKLAARMLDYLDYGQVNAIGVSWGGALAQQFAHDYPERCK
DVPGVGGSSTPRHPYRFPGLAKLTARMLDYLDYGQVNVIGVSWGGALAQQFAHDYPERCK
DVPGVGGSSTPRHPYRFPGLAKLTARMLDYLDYGQVSAIGVSWGGALAQQFAHDYPERCK
DVPGVGGSSTPRHPYRFPGLAKLTARMLDYLDYGQVNVIGVSWGGALAQQFAHDYPERCK
DVPGVGGSSTPRNPYRFPGLAKLTARMLDYLDYGQVNVIGVSWGGALAQQFAHDYPERCK

Kk Kk kK kK kK kK R I ER R R R R

KLILAATSAGAVMVPGKPKVLMRMASPRRYIQPSYGVHIAPDIYGGAFRRDPKLAMAHAS
KLVLAATAAGAVMVPGKPKVLWLMASPRRYVQPSHVIRIAPEIYGGAFRRNPDLALSHAS
KLVLAATAAGAVMVPGKPKVLWMMASPRRYVQPSHVIRIAPLIYGGAFRRDPDLAMHHAS
KLVLAATAAGAVMVPGKPKVLWMMASPRRYVQPSHVIRIAPMIYGGGFRRDPDLAMHHAA
KLVLAATAAGAVMVPGKPKVLWMMASPRRYVQPSHVIRIAPMIYGGGFRRDPDLAMHHAA

hkekhkh ke kh Ak khkhkkkk kK khkhkhkhkkhhkekkhkke «ekkhkk K hkkhkk Khkkek *keo Kk

KVRSSGKLGYYWQLFAGLGWTSIHWLHRIRQPTLVLAGDDDPITIPLINMRVLAWRI PNAE
KVRSSGKLGYYWQLFAGLGWTSAHWLHKIQQPTLVLAGDDDPLIPLINMRFLAWRIPNAQ
KVRSGGKLGYYWQLFAGLGWTSIHWLHKIHQPTLVLAGDDDPLIPLVNMRLLAWRIPNAQ
KVRSGGKLGYYWQLFAGLGWTSIHWLHKIQQPTLVLAGDDDPLIPLINMRLLAWRIPNAQ
KVRSGGKLGYYWQLFAGLGWTSTIHWLHKIRQPTLVLAGDDDPLIPLINMRLLAWRIPNAQ

KA Khk AA A A A A A A A A A A A A A A, Ak hk ke ko khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkohkhkkohkkhkk ,khkkkhkkhkkkk.

LHVIDDGHLFLVTRAESVAPIIMKFLAEERRRAVMHPRPFLPKTG* 285
LHIIDDGHLFLITRAEAVAPIIMKFLOQERQRAVMHPRPAPNA* —— 283
LHIIDDGHLFLITRAEAVAPIIMKFLOEERQRAVMHPRPASGG* -— 283
LHIIDDGHLFLITRAEAVAPIIMKFLOQEERQRAVMHPRPASGG* -— 283
LHIIDDGHLFLITRAEAVAPIIMKFLOQEERQRAVMHPRPASGG* -— 283

Kk e kA Ak A Ak hkkohkhkhkohkhkhkhkhkhkhkhkk o kkokhkhkhkkkkx

MREKQESGSVPVPAEFMSAQSATIVGLRGKDLLTTVRSLAVHGLRQPLHSARHLVAFGGQL
MNDKPAKATAPTPAAYINVQSAVVGLRGRDLVSTLRHVGRHGLRHPLHTARHMLALGGQL
MTEKPGKGTKTLPATSMNVQONAILGLRGRDLVSTLRRVGRHGLTNPLHTARHLLAFGSQL
MKDKPAKGSTTLPATRMNVQONAILGLRGRDLLSTLRNVGRHGLRHPLHTAHHLLALGGQL
MTDKPAKGSTTLPATRMNVONATILGLRGRDLLSTLRNVGRHGLRHPLHTAHHLLALGGQL

* ek . * % . Kk ke ekkkkoekkookoek o khkk ekkkekoekookoek Kkk

GKVLLGDTLHQPNPQDARFQDPSWRLNPEFYRRTLQAYLAWQKQLLAWIDESNLDCDDRAR
GRVLLGDAPYQPAARDNRENDPAWTLNPEFYRRGLOAWLAWQKQTRNWIDESQLSDDDRAR
GRVMLGDTPYQPNPRDGRFSDPTWSONPEFYRRGLOQAYLAWQKQTRQWIDESHLDDDDRAR
GRVMLGDTPYQPNPRDARFSDPTWSQONPEFYRRGLOQAYLAWQKQTROQWIDESHLNDDDRAR
GRVMLGDTPYQPNPRDARFSDPTWSQONPEFYRRGLOQAYLAWQKQTROQWIDESHLNDDDRAR

ke ke kkk oo . kK ek Kk Kk .k *hkkkkk kkk oo kkkkkk *kkkk ok * Kk kK Kk

ARFLVALLSDAVAPSNSLINPLALKELENTGGISLLNGVRHLLEDLVHNGGMPSQVNKTA
AHFLFSLLNDAVAPSNTLLNPLAIKELEFNSGGLSVVKGLGHLLDDLRHNHGMPRQVAKDA
AHFLFGMINDALAPSNSLLNPLAVKELLNTGGQSLVRGVAHLLDDLRHNDGLPRQVDERA
AHFLENLINDALAPSNSLLNPLAVKELEFNTGGQSLVRGVAHLLDDLRHNDGLPRQVDERA
AHFLENLINDALAPSNSLLNPLAVKELEFNTGGQSLVRGVAHLLDDLRHNDGLPRQVDERA

K. kK se KKk ekhkAkKke ke hkhkA ke kA Kk oekekk Koo ke Khkkokk Kk Kok kK% o K

FEIGRNLATTQGAVVFRNEVLELIQYKPLGERQYAKPLLIVPPQINKYYIFDLSPEKSFEV
FEVGHNLAATPGAVVFRNELLELIQYSPMSEKQYARPVLVVPPQINKFYVFDLNPANSLV
FEVGGSLAATPGAVVEFRNELLELIQYKPMSEKQHARPLLVVPPQINKEFYIFDMQOAHNSEV
FEVGANLAATPGAVVEFRNELLEPIQYSPMSEKQHARPLLVVSPQINKFYIFDLSATNSEV
FEVGVNLAATPGAVVFRNELLELIQYSPMSEKQHARPLLVVPPQINKFYIFDLSATNSEV

* Kk .k Kk ek KAAhkAkAkhkhkhkkoekk Khhkk ke Keoekeoekokeokekhk *(hkkhkkkokokko. ok .k

QYALKNNLQVEVISWRNPDAQHREWGLSTYVEALDQATIEVSREITGSRSVNLAGACAGGL
QYMLKNGLQTFMISWRNPDPRHREWGLSSYVAAVEEALNVCRAITGSRDVNLMGACAGGL
QYMLKSGLQVFMISWRNPDPRHREWGLSSYVQALEEALNACRSISGNRDPNLMGACAGGL
QYMLKSGLQVEMVSWRNPDPRHREWGLSSYVQALEEALNACRSISGNRDPNLMGACAGGL
QYMLKSGLQVEMVSWRNPDPRHREWGLSSYVQALEEALNACRSISGNRDPNLMGACAGGL

* kK x Kk ke e khkAA Ak kA AAAA Ko kK Koo ok * Kk ek KX Kk KAk Kk Kk Kk kK
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Resultados y Discusion

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

PhaD

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida KT2440
putida U

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida KT2440
putida U

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida KT2440
putida U

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida KT2440
putida U

TVAALLGHLQVRRQLRKVSSVTYLVSLLDSQMESPAMLFADEQTLESSKRRSYQHGVLDG
TMAALQGHLQAKRQLRRVHSASYLVSLLDSALDSPASLFADEQTLEAAKRRSYQQGVLDG
TMAALQGHLQAKHQLRKIRSATYLVSLLDSKFDSPASLFADEQTVEAAKRRSYQRGVLDG
TMAALQGHLQAKQQLRRVRSATYLVSLLDSKFESPASLFADEQTIEAAKRRSYQRGVLDG
TMAALQGHLQAKKQLRRVRSATYLVSLLDSKFESPASLFADEQTIEAAKRRSYQRGVLDG

K ekhkk KAAAkKk o ehkhkkoe o k chkAkAAAAAK ook hkk AhkAkhkhkhkKk ok okhkhkkkk ok k kKK

RDMAKVFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGRQPPAFDILYWNNDNTRLPAAFHGELLDLFKHN
GEMSRVFAWMRPNDLVWNYFVNNYLLGKSPPAFDILYWNNDCSRLPAALHGDLLDEFFKYN
GEVARIFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGKAPPAFDILYWNADNTRLPAALHGDLLDFFKHN
GEVARIFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGKTPPAFDILYWNADSTRLPAALHGDLLEFFKLN
GEVARIFAWMRPNDLIWNYWVNNYLLGKTPPAFDILYWNADSTRLPAALHGDLLEFFKLN

..... Kk kA kA hkkhkhkehkhkehhkhhhhhe *AhkkhkkhkhAkhdkh * okhkhkhkhkehkkhkokhkeohkk *

PLTRPGALEVSGTAVDLGKVAIDSFHVAGITDHITPWDAVYRSALLLGGQRRFILSNSGH
PLAHSAGLEVCGTPIDLHKVTVDSFHVAGSNDHITPWDAVYRSALLLGGERREFVLSNSGH
PLTHPAGLEVCGTPIDLKQVDLDSFTVAGSNDHITPWDAVYRSALLLGGDRREFVLANSGH
PLAYASGLEVCGTPIDLQQVNIDSFTVAGSNDHITPWDAVYRSALLLGGERRFVLANSGH
PLTYASGLEVCGTPIDLQQVNIDSFTVAGSNDHITPWDAVYRSALLLGGERREFVLANSGH

* Kk . khkk kK ekk oKk ekkKk KKhkk Khkhk Ak Ak kA kA kA hkkhkhkoekhkekh o hkkhk

IQSILNPPGNPKACYFENDKLSSDPRAWYYDAKREEGSWWPVWLGWLQERSGELGNPDEN
VOQSILNPPGNPKSHYVHNPKLSSDPRAWYYDAEKTDGSWWPLWLEWIQQRSGALRETDAT
IQSIINPPGNPKAYYLENPKLSGDPRAWFYEAKRSDGSWWPLWLEWITPRSGPLKAPRTE
IQSIINPPGNPKAYYLANPKLSSDPRAWFHDAKRSEGSWWPLWLEWITARSGLLKAPRTE
IQSTIINPPGNPKAYYLANPKLSSDPRAWFHDAKRSEGSWWPLWLEWITARSGLLKAPRTE

Skkk kA kkkkk s ok k kkk  kkkkksaake: skkkAKkakKk k. kkk K
LGSAAHPPLEAAPGTYVHIRY* 560
LGSANYPPMDPAPGKYVLVR* 560
LGNSTYPPLGPAPGTYVLTR¥* 560
LGNATYPPLGPAPGTYVLTR* 560
LGNATYPPLGPAPGTYVLTR* 560

KKk . kK . KKKk kK * %

MKTRDRILECSLLLFNEQGEPNVSTLEIANELGISPGNLYYHFHGKEPLVMALFERFQAE
MKTRDRILECALHLFNQQGEPNVSTLEIANELGISPGNLYYHFHGKEPLVLGLEFGRFEEE
MKTRDRILECALQLFNQQGEPNVSTLEIANELGISPGNLYYHFHGKEPLVLGLFERFEEA
MKTRDRILECALQLEFNQQGEPNVSTLEIANELGISPGNLYYHFHGKEPLVLGLFERFEEA
MKTRDRILECALQLFNQOQGEPNVSTLEIANELGISPGNLYYHFHGKEPLVLGLFERFEEA

khkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhk ek hhkkoekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkke *k *k.

LAPLLDPPEEVRLGAEDYWLFLHLIVERLAHYRFLFQDLSNLTGRLPRLARGIRTWLGAL
LTPLLDPPLGVRLDAEDYWLFLHLIVERMAQYRFLFQDLSNLTGRLPKLARDMRTLLNGL
LMPLLDPPLEVRLDAEDYWLFLHLIVERMAQYRFLFQDLSNLTGRLPKLARGMRSLINAT
LMPLLDPPLEVRLDAEDYWLFLHLIVERMAQYRFLFQDLSNLTGRLPKLARGMRSLINATL
LMPLLDPPLDVRLDAEDYWLFLHLIVEHMAQYRFLFQDLSNLTSRLPKLARGMRSLINAL

*  kkkkkk *** ************* * ************ *** *** .k .

KRTLATLLARLKADRQLRSDAPALGQLVEQITLTLLEFSLDYQRVLGSKGEVRTVVYQIMM
KRTLAALLASLKAQGQIHSDTRALGQLVEQITLTLLEFSLDYQRVLAKDAEVGIVVYQVMM
KRTLAALLASLKSQGLVESDTQALGQLVEQITLTLMFSLDYQRVLGREGDVGIVVYQVMM
KRTLAALLASLKSQGLVESDTQALGQLVEQITLTLMFSLDYQRVLGREGDVGIVVYQVMM
KRTLAALLASLKGQGLVESETQALGQLVEQITMTLLEFSLDYQRVLGREADVGIVVYQVMM

KKK KK kKK KKk, K KKk RKRK KKK g kK gk KKk K KKK ek kkkKk kK
LVAPHLRSEAQRSAESLAQRYLGPE* 205
LVAPHLEAPSRHAAEQLALRYLEG* - 204
LVAPHLQAQARAAAEQLAVKYLEG* - 204
LVAPHLQAQARAAAEQLAVKYLEG* - 204
LVAPHLQPQARAAAEQLAVRYLEG* - 204

* kK Kk kK e kKX KKk . kK
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Resultados y Discusion

P.
P.
P.

P.

P.
P.

P.
P.

PhaF

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida N
putida U
putida KT2440

Phal

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

aeruginosa
putida DOC21
putida U
putida N
putida KT2440

MAGKKKSEKE-SSWIGEIEKYSRQIWLAGLGAYSKVSKDGSKLFETLVKDGEKAEKEAKS
MAGKKNTEKESSSWIGGIEKYSRKIWLAGLGVYSKVEQDGSKVFESLVKDGEKAEKQAKK
MAGKKNTEKESSSWVGGIEKYSRKIWLAGLGIYSKIDQDGPKLEFDSLVKDGEKAEKQAKK
MAGKKNTEKEGSSWVGGIEKYSRKIWLAGLGIYSKVDQDGPKLFDSLVKDGEKAEKQAKK
MAGKKNTEKEGSSWVGGIEKYSRKIWLAGLGIYSKIDQDGPKLFDSLVKDGEKAEKQAKK

KhkKkKkKk o ohkkhkk Khhkkeok K hkkhkkhkhkkoekhkkhkkhkkhkhkhk *k%k. skk keke ek hkhhkhkhkhkhhKh o kK

DVDAQVGAAKASARSAKSKVDEVRDRALGKWSELEEAFDKRLNSAISRLGVPSRNEVKEL
SVDAVKDTAKDSAKSATSRVADVKDRALGKWSELEGAFDKRLNSAISRLGVPSKNEIKAL
TAEDVAETAKS---STTSRVSGVKDRALGKWSELEEAFDKRLNSAISRLGVPSRNEIKAL
TAEDVAETAKS---STTSRVSGVKDLAMGKWSELEEAFDKRLNSAISRLGVPSRNEIKAL
TAEDVAETAKS---STTSRVSGVKDRALGKWSELEEAFDKRLNSAISRLGVPSRNEIKAL

** * . * * * * * * Kk Kk kK kK ***************** ** * K

HSKVDTLTKQIEKLTGVSVKPAAKAAAK---PAAKPAAKPAAKTAAAKPAAKPAAKAAAK
HAKVDTLTKQIEKLTGASVTPISAKSSTATKAAAKPLAKPAAKTAAAK-———————————
HQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRTAATKPAASKAAAKPLAKAA-AK-———————————
HQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRAAASKPAASKAAAKPLAKAAAAK-———————————
HQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRAAATKPAASKAAAKPLAKAA AK————————————

kooakkgkkkkkkkkkk kk Kk . * gk kK kK gk Kk

PAAKPAAKKTAAKTAAAKPAAKPAAKPTAKAAAKPATKPAAKAAAKPAAKPAAAKPAAKP

PAAKPAAKPAAAKAAAAKPAAA---KPAAAK-————————— PVAAKPAAKPAVAKPA---
PAAKTAAAKPAGKTAAAKPAAK----TAAE--———-—-—-——-— KPAAKPAAAKPAAKPA---
PAAKTAAAKPAAKTAAAKPAAKPAAKPAAA-—————————— KPAAKPAAKPAAPKPA---
PAAKTAAAKPAGKTAAAKP----AAKTAAE-————————-—— KPAAKPAAKPAAAKPA---

*kk ok kk LR LK * ok k ok ok ok T
AAKPAAATAAKPAAKPAAKPAAKKPAAKKPAAKPAAAKPAAPAASSSA--PAAPAATPAA
———————————————————— AAKKPVARKAPAAKPAAKPAAPAASAAPAASAAPAASAAP
———————————————————— AAKKPAVKKAPAKPAAAKPAAPAASTAPAATAAPAPAPA-
———————————————————— AAKKPAVKKAPAKPAAAKPAAPAASAAPAATAAP--APV-
———————————————————— AAKKPAVKKAPAKPAAAKPAAPAASAAPAATTAP--ATA-

KkkkK kK K kok KKK KA sk
SAPAANAPATPSSQG*-—— 309
ATPAPSAPVTPTSHT*-—- 267
ATPASSTPSAPTGTGTLI* 263
AAPASSAPSAPNGTGTLI* 266
ATPASSTPSAPTGTGTLI* 26l

. e kK ek ek

MAKIALKKKTVSESTSLVSEIRHYARQIWLAGLGAYSRLGTEGSDYFKELVKAGEALEKK
MAKVILKKKD--DVQSSLSEVRGYARKIWLAGLGAYTRVGQESADYVKDLIKAGETVEKR
MAKVIVKKKD--EALGTLGEVRGYARKIWLAGIGAYARVGQEGSDYFQELVKAGEGVEKR
MAKVIVKKKD--EALGTLGEVRGYARKIWLAGIGAYARVGQEGSDYFKELVRAGEGVETR
MAKVIAKKKD--EALDTLGEVRGYARKIWLAGIGAYARVGQEGADYFKELVRAGEGVEKR

KKK . * kK K ek KAkKkehkhkhkAKkoehkhkkekek K k) o okeokkk ok .

GKSLVTSQVDSAN---DSVKTGLSSVKGKVEDQLDRIEQAFDSRVASTLNRIGIPSRNDV
GKKVIDHELDAANAEIDSVKHDLSTVKGKVEVQLDKIEKAFDTRVASALNRIGIPSKHDV
GKKRIDKELDAANHQLDEAAEEVSRVRGKVEIQLDKIEKAFDARVGRALNRLGIPSKHDV
GKKRIDKELDAANHQLDEVGEEVNRVRGKVEIQLDKIEKAFDARVGRALNRLGIPSKHDV
GKKRIDKELDAANHQLDEVGEEVSRVRGKVEIQLDKIEKAFDARVGRALNRLGIPSKHDV

Xk . sk kK x| Kok kkk kkk kK ekkkakKk | kA KkakKKkk kK
EALSAKLDELSAVLERVARTQ* 138
EALSAKLDELTALLERVTGKK* 139
EALSVKLEQLHELLERVAHKP* 139
EALSIKLEQLHELLERVAHKP* 139
EALSIKLEQLHELLERVAHKP* 139

KKk KkKk kK e oKk e kKKK . *

122

59
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60

119
120
117
117
117

176
168
164
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164

236
212
206
211
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294
252
245
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58
58
58

117
118
118
118
118



Resultados y Discusion

La comparacion de los genes que integran el cluster se hizo por alineamiento de las
secuencias de nucledtidos y aminoacidos, con las especies P. putida N, P. putida DOC21, P.
putida U, P. putida K1'2440 y P. acruginosa. Dicha comparacion se realizé con la herramienta

bioinformatica BLAST. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de los genes y de las proteinas correspondientes a los clusters pha de P. putida Ny P.
putida DOC21 con las de otros pseudomondididos. Se indica la identidad (obtenida mediante alineamiento global

con la herramienta Clustal Omega®) y similitud (obtenida por alineamiento local con el programa BLASTP).

PhaClx 100 100(559/559) | 86,76 93(521/559)
PhaZx 100 100(283/283) | 93,64 97(272,/280)
Pseudomonas | . | PhaC2y 100 100(560/560) | 78,57 90(507/560)
putida N PhaDy 100 100(204/204) | 86,76 93(191/204)
PhaFy 100 100(263/263) | 73,85 91(135/147)3
Phaly 100 100(139/139) | 69,06 82(114/138)
PhaClpoczi | 86,76 | 93(521/559) 100 100(559/559)
Pecudomonas PhaZpocai 93,64 | 97(272/280) 100 100(283/283)
putida 6530 | PhaC2ooca | 7857 | 90(307/560) 100 100(560/560)
e PhaDpocai 86,76 | 93(191/204) 100 100(204/204)
PhaFpocar 73,85 | 91(135/147)3 100 100(267/267)
Phalpocai 69,06 | 82(114/138) 100 100(139/139)
PhaCly 96,24 | 98(549/559) 86,23 93(522/559)
PhaZu 96,47 | 98(279/283) 92,58 97(272/280)
Pseudomonas | o | PhaC2u 90,71 95(533/560) 77,50 88(497/560)
putida U PhaDy 94,61 97(199/204) 86,27 92(188,/204)
PhaFy 93,10 | 98(140/142)3 75 90(131/145)3
Phaly 9496 | 97(136/139) 69,78 82(114/138)
PhaCliro | 9946 | 99(557/559) 86,40 92(519/559)
Pecudomonas PhaZiroso 98,04 | 100(283/283) | 92,93 97(272,/280)
putica 6080 | PhaC2xraun | 9893 | 99(555/560) 78,75 90(508,/560)
T PhaDxr240 100 100(204/204) | 86,76 93(191/204)
PhaFicrza0 96,90 | 96(253/263) 75 77(151/194)
Phalicrso 96,40 | 97(136/139) 71,22 82(114/138)
PhaClen 79,43 87(491/559) 79,07 89(499/559)
PhaZcru 84,10 | 93(270/279) 85,16 94(264/279)
Pseudomonas | .o | PhaC2.n 69,11 82(464/560) 68,93 83(466/560)
aeruginosa PhaD,cr 76,47 | 88(178/202) 77,45 84(171/202)
PhaFcn 69,69 | 82(115/139)3 | 72,80 87(122/139)3
Phal,cr, 58,09 | 77(107/138) 66,18 84(116/137)

"La identidad indicada por el software de alincamiento (Clustal Omega) se calcula sobre el total de aminoacidos de
la secuencia.

?El tamafio de los cluster pha se determiné teniendo en cuenta la secuencia comprendida desde el primer
nucleétido del gen phaCl hasta el el primer nucleétido del gen phal.

3Los valores de similitud calculados por el alineamiento realizado por BLASTP son inferiores a los reales.
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Como puede observarse en los alineamientos y en la Tabla 6, la similitud de las
secuencias aminoacidicas de PhaCl y PhaC2 de P. putida N es practicamente total con las de
P. putida K'1'2440, (99%), variando solo 3 y 6 aminodcidos respectivamente. Ambas cepas
comparten valores similares para el resto de los genes analizados, siendo las similitudes siempre
superiores al 95%. Como era de esperar, las mayores diferencias se observan al realizar la
comparacién con los genes de P. aeruginosa, lo que es logico ya que se trata de una especie
diferente. En este caso, las polimerasas PhaCl y PhaC2 comparten una similitud del 87% vy
82% respectivamente, como resultado de una variabilidad de 63 aminoacidos sobre un total de

559 en PhaCl y de 96 aminoacidos del total de 560 en el caso de PhaC2.

Las diferencias observables entre P. putida DOC21 y el resto de las agrupaciones
génicas pha, aunque mayores, no son especialmente significativas, es decir, el grado de
conservacion es muy alto. Las polimerasas presentan una similitud de en torno al 909% con las
de otras cepas de P. putida comparadas (93% con la PhaCl de las estirpes N y U, y 90% con la
PhaC2 de las estirpes N y KT2440). Los porcentajes de similitud que se obtienen al alinear las

polimerasas con las de P. acruginosa no son muy diferentes, 89% en el caso de PhaCl y 83%

en el de PhaC2.

En todas las estirpes comparadas, la triada catalitica que constituye el centro activo de
PhaCl se encuentra muy conservada y estaria formada por los residuos Cys296, Asp451 y
His479 (Amara y Rehm, 2003; Wahab er al, 2006). En el caso de PhaC2, los residuos
cataliticos son Cys 296, Asp 452y His 480, que se encuentran igualmente conservados entre las
distintas estirpes, y cuyas posiciones practicamente coinciden con las de PhaCl. De este modo,
y como va habia sido descrito previamente para las polimerasas de otros pseudomonadidos, la
cisteina reactiva también forma parte en P. putida N y P. putida DOC21 de una caja lipasa
conservada del tipo G-X-C-X-G (G-A-C-S-G en todas las estirpes comparadas de PhaCl y G-A-
C-A-G en PhaC2) (Amara y Rehm, 2003; Wahab et al., 2006).

El alineamiento del resto de genes del locus (phas, phal), phalF'y phal) reveldé también
elevados porcentajes de similitud, siendo ésta ligeramente superior entre los genes de las
especies utilizadas en esta comparacion y los de P. putida N que con los de P. putida DOC21

(Tabla 6).

Si bien el cluster pha esti compuesto por seis genes, las proteinas que codifican se
pueden clasificar en cuatro tipos distintos atendiendo a su funcion: polimerasas (PhaCl vy

PhaC2), despolimerasas (PhaZ), reguladores transcripcionales (PhaD) y proteinas estructurales
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(PhaF y Phal). A continuacion describiremos los resultados derivados de los estudios
comparativos entre aquellas proteinas que desempeiian funciones similares, ya que como
queda recogido en la bibliografia, su elevado parecido en otras estirpes se asocia con un origen

y una estructura comun (Prieto et al,, 1999; Steinbiichel y Hein, 2001).

Las dos polimerasas PhaCl y PhaC2 de P. putida N comparten entre si una identidad a
nivel de sus secuencias aminoacidicas del 55% y una elevada similitud que alcanza el 71%. Al
llevar a cabo el mismo andlisis con las dos polimerasas de P. putida DOC21 se obtuvo una
identidad y similitud del 55% y del 74% respectivamente. Teniendo en cuenta su funcién
comun (polimerizaciéon de unidades 3-hidroxiacil-CoA) y su similitud, es muy probable que sus
estructuras tridimensionales sean muy parecidas. Por otro lado, es razonable pensar que la
explicacion a la diferente especificidad de sustrato que se ha asociado a cada una de las
polimerasas en distintas estirpes como P, putida U, radique en la disparidad de los residuos
aminoacidicos en los que difieren ambas (Arias et al, 2008). Esas mismas diferencias podrian

también explicar la coexistencia y su conservacion dentro de un mismo cluster.

Al 1igual que con las polimerasas, se hizo una comparacion de las fasinas entre si. Hay
que tener en cuenta que estas proteinas estructurales tienen un tamano diferente, siendo mayor
Phal, en cuyo extremo C-terminal se ha descrito un dominio de umon a DNA con
repeticiones AAKP (Prieto ef al., 1999) y que también se encuentra en P. putida N y P. putida
DOC2I. Las repeticiones del extremo C-terminal varian ligeramente de unas cepas a otras, y la
herramienta de alineamientos locales BLASTP no las reconoce, comparando sélo la region N-
terminal, por lo que los valores de similitud indicados en la Tabla 6 son inferiores a los reales al

no compararse la totalidad de la secuencia proteica.

Asi, el alineamiento local realizado con la herramienta BLAST arrojé similitud entre las
regiones N-terminal de ambas proteinas. La identidad entre dicha region N-terminal de ambas
fasias se situaba en P. putida N en un 33%, mientras que su similitud fue del 61%. Por su
parte, para P. putida DOC21 la identidad ascendio al 4196, mientras que la similitud fue
practicamente 1déntica a la anterior, un 63%. Teniendo en cuenta que ambas proteinas se
organizan en la superficie de los granulos de PHAs interaccionando, posiblemente, con el
polimero, parece a pripori 1o6gico que exista esta semejanza entre ellas. De hecho, a partir de
dicha semejanza se ha postulado la existencia de un modulo de mteraccion con el granulo de

PHAs, constituido por la porciéon amino terminal de PhakF y la secuencia completa de Phal, y
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de un dominio hipotético de mteraccion con el DNA de la proteina PhaF que quedaria

expuesto hacia el exterior del granulo (Moldes ef al., 2004; Prieto et al., 1999).

Todos los genes del cluster pha pertenecientes a las distintas estirpes o especies guardan
una gran similitud, por lo que el mecanismo catalitico de las enzimas, la funcionalidad y la
regulacion de todos ellos son probablemente similares. Sin embargo, una elevada similitud y
una organizaciéon funcional similar no implican que la capacidad para acumular polimero sea,
ni tan siquiera, parecida. Por un lado, tal y como se apunt6 en la Introduccion y como se vera
en el apartado 7, la variacion en un dnico aminodacido puede modificar la capacidad catalitica
de las polimerasas e incluso inactivarlas. Por otro lado, otros genes y enzimas, como aquellas
pertenecientes a las rutas que proporcionan derivados 3-hidroxiacil-CoA susceptibles de ser
utilizados como monémeros por las polimerasas, pueden modificar la capacidad de
produccion; véase el caso del acimulo de PHAs a partir de fuentes de carbono no relacionadas
con los acidos grasos (glucosa o glicerol) en P. putida KT2440 y la incapacidad de P. putida U o

P. putida N para producir PHAs a partir de los mismos sustratos.

Si1 bien las secuencias correspondientes al cluster pha presentes de estas dos cepas son
similares a las ya existentes, cuanta mas informacion se posea de los distintos aminoacidos que
pueden ocupar cada posicién en cada una de las proteinas implicadas en la sintesis de PHAs,

mas facilmente se podra mejorar y optimizar el proceso biosintético.

2. Produccién de polihidroxialcanoatos en Pseudomonas putida N

La capacidad de produccion de PHAs de naturaleza ahfitica se evaluo en la cepa
Pseudomonas putida N, y se comparo con la de Pseudomonas putida U que, como se indicaba
antertormente, ha sido la cepa modelo utilizada para el estudio de PHAs en nuestro

laboratorio.
2.1. Produccion en medio minimo suplementado con octanoato

Estudios realizados anteriormente con P. putida U habian evaluado la capacidad de
crecimiento y acimulo de PHAs en esta bacteria a partir de diferentes dacidos alcanoicos, tanto
de cadena par como de cadena impar, utilizados como precursores de la sintesis de PHAs y/o
fuentes de carbono y energia. De entre todos ellos, el octanoato era el sustrato con el que se
conseguia un mayor crecimiento, y a partir del cual se obtenia una mayor producciéon de

polimero (Garcia, 2004). Por ello, para comparar la capacidad de produccion de P. putida N
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con la de P. putida U se llevaron a cabo cultivos utilizando un medio de composicion quimica

definida (abreviadamente MM) suplementado con octanoato (20 mM) como fuente de carbono

MMO).

Kl protocolo de produccion de PHAs utilizado, esta recogido en el apartado Materiales
v Métodos. La produccion y acamulo de polimero en estas dos estirpes de P. putida transcurre
ligado al crecimiento bacteriano, iniciindose en las primeras etapas del mismo. El maximo
acumulo se alcanza al final de la fase estacionaria de crecimiento, por lo que se hizo un
seguimiento continuo de dicho crecimiento a través de la absorbancia del cultivo medida a 540
nm. A mayor nimero de células (crecimiento) y mayor tamano de las mismas, como
consecuencia del acimulo de plastico, mayor es el valor de la absorbancia. También se
realizaron preparaciones mediante tinciéon con fucsina de muestras tomadas del cultivo, con el
fin de observar al microscopio 6ptico la progresion en el aumento de tamaio (y/o niimero) de

los granulos de bioplastico.

Las cinéticas de crecimiento muestran que existe diferencia en el comportamiento de
ambas cepas. Pscudomonas putida N alcanza el punto dlgido de crecimiento alrededor de las
17 h, obteniéndose un valor global de Absssg en torno a 6,2. Por su parte, la cepa P. putida U
tarda mds tiempo en alcanzar el maximo de absorbancia, unas 26 h, pero este valor también es
mayor, llegando a 8,6 (Fig. 24). Sin embargo, el rendimiento obtenido para la produccion de
bioplastico con P. putida N una vez alcanzado el punto mas algido de la fase logaritmica de
crecimiento es mayor (41,63 9%) que con P. putida U (32,3 %), siendo esta diferencia (9%)

considerable.

P. putida N alcanza el maximo crecimiento y, por tanto, agota la fuente de carbono,
mucho antes que P. putida U. Teniendo en cuenta las diferencias en Abssgo y acimulo de
PHASs entre ambas cepas, es posible que la bioconversion de octanoico en bioplastico sea mas
eficiente en P. putida N, habiendo un menor niimero de células (menor absorbancia) pero con
mayor cantidad de PHAs. En el caso de P. putida U, un crecimiento mas lento (fluyjo
metabolico menor en la absorcién y metabolismo de octanoato) propiciaria un agotamiento
mas tardio de la fuente de carbono (9 h mas). En ese tiempo, P putida U continuaria
dividiéndose y consumiendo recursos para ello. La absorbancia, en este caso, seria mayor

debido a que hay mas células, pero con menos contenido en PHAs.
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Figura 24. Cinéticas de crecimiento de P. putida N () y P. putida U (0) en MM suplementado con octanoato 20
mM.

2.2. Producciéon en medio minimo suplementado con octanoato y glucosa

Con el fin de determinar el rendimiento en la produccion de PHAs y tratando de
incrementarlo, se variaron las condiciones de cultivo. Para ello, se aumento la concentracion de
octanoato (30 mM), y se suplement6 el medio con glucosa (1% p/v) (55,4 mM). Al disponer de
una fuente de carbono alternativa como la glucosa, se esperaria que el octanoato se utilizase
exclusivamente para la sintesis de PHAs. Si bien el cultivo se desarrollo adecuadamente con P.
putida N cuando se aplicaron estas condiciones, en el caso de P. putida U se observéd que esta
bacteria crecia muy lentamente (Fig. 25A). Carnicero y colaboradores habian senalado, en
trabajos previos sobre el transporte de octanoato en P. putida U, que al mcrementar la
concentracion de 20 mM a 30 mM o a superiores, la capacidad para incorporar octanoato del
medio se reducia considerablemente en esta cepa, senalando la existencia de un mecanismo
que modula el transporte de octanoato a concentraciones que pueden ser toxicas (Carnicero et

al., 1997). Dicho efecto no se observo con P. putida N como se puede apreciar en la figura

25A.
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Figura 25. (A) Curvas de crecimiento de P. putida N (A) vy P. putida U (e) cultivadas en MM suplementado con
octanoato 30 mM vy glucosa 1% (p/v). Notese que P. putida U tarda mucho mds tiempo en alcanzar la fase
estacionaria. (B) Cinética de crecimiento que describe P. putida U al ser cultivada en MM suplementada con

octanoato 20 mM y glucosa 0,5% (p/v).

Adicionalmente, se realizaron distintos cultivos con P. putida U utilizando distintas
concentraciones de octanoato y de glucosa (Fig. 26). A juzgar por las cinéticas de crecimiento,
P. putida U es capaz de crecer razonablemente bien tanto en MM suplementado con glucosa
1% (p/v) como en MM suplementado con octanoato 30 mM. Sin embargo, existe algun tipo de
mterferencia entre ambas fuentes de carbono, ya que cuando se suplementan conjuntamente, el
crecimiento de esta cepa se ralentiza notablemente. P. putida metaboliza la glucosa, previa
conversion en gluconato, que es excretado al medio, reintroduciéndose luego en la célula, para
ser degradado a través de la ruta de Ender-Doudoroff (Schleissner ef al, 1997). Dicha
mterferencia no se observa cuando se sustituye la glucosa por gluconato y se suplementa junto
con el octanoato. Todos estos resultados sugieren que el octanoato afecta bien el transporte de

glucosa o bien la conversion de ésta en gluconato.

Como puede observarse en la figura 25, una disminucion significativa de las fuentes de
carbono (glucosa 0,5% (p/v) y octanoato 20 mM) permite que el crecimiento de P. putida U sea
mejor (Fig. 25B), alcanzando unos valores de Abssgg superiores a los que se alcanzan en glucosa
19% (p/v) y octanoato 30 mM (Fig. 25A), en un lapso de iempo mucho menor. El hecho de que
se alcancen valores mayores de Abssgg en un medio con una cantidad notablemente menor de
fuente de carbono, puede ser debido a: 1) que una vez alcanzado ese nivel de crecimiento se
hubiese agotado algiin nutriente esencial para continuar soportando el crecimiento, o se
acumule algin subproducto toxico; o a que 1) la interaccion entre el metabolismo de la glucosa

y del octanoato no solo ralentice el crecimiento, sino que ademads altere los flujos metabolicos,
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alcanzando un crecimiento menor al que se corresponderia con esa cantidad de fuente de

carbono.

Absgg
E

Tiempo (h)

Figura 26. Cinéticas de crecimiento de P. putida U en MM suplementado con distintas fuentes de carbono. A)
glucosa 19% (p/v)(®) y glucosa 1% (p/v) con octanoato 10 mM (o), 20 mM (V) y 30 mM (A). B) octanoato 30 mM
(®) y octanoato 20 mM con glucosa 0,25% (p/v) (0), glucosa 0,56% (p/v) (V) v glucosa 1% (p/v)(A). C) glucosa 1%
(p/v) Rf (@), gluconico 1% (p/v) Rf (0), octanoato 20 mM Rf (V), octanoato 20 mM y glucosa 1% (p/v) Rf (A),
octanoato 20 mM y gluconico 19 (p/v) Rf (m).

Por ello, cuando se utilizé la cepa P. putida U, tanto el cultivo como los experimentos
de produccion se llevaron a cabo en medio que contenia octanoato 20 mM y glucosa al 0,5 %
(p/v), condiciones en las que se observo que el crecimiento no sufria ningtin comportamiento

anomalo.

Los experimentos de produccion se llevaron a cabo siguiendo el mismo procedimiento
que en el apartado anterior. En el caso de P putida N, el crecimiento y acamulo de PHAs
alcanzaba el maximo a las 21 horas, con un valor para la Absss de 10,8 y se obtuvo un
rendimiento medio del 47,58% del peso seco de las bacterias (Fig. 25A). Este dato suponia un

mcremento del 69 con respecto al valor obtenido con octanoato 20 mM.

En el caso de P. putida U, el valor alcanzado en las condiciones indicadas fue del
28,15%, en un cultivo que alcanzo una Absssg de 12,4, v que se prolongé durante 26 horas (Fig.
25B). Este valor es ligeramente inferior al obtenido cuando se cultivaba tinicamente en MMO.
Al anadir una fuente adicional al medio, podria haberse esperado un mayor acimulo de PHAs,
ya que podria utilizar la glucosa para crecer y redirgir la mayor parte del octanoato hacia la
sintesis de bioplastico. Sin embargo, teniendo en cuenta que la produccion es menor (4%
menos) que cuando solo se suministra octanoato en el medio, debemos asumir que existe algan
tipo de interferencia entre ambas fuentes de carbono que tiene como resultado un menor

acumulo de PHAs.
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Dado que la concentracion de octanoato y de glucosa era menor que la empleada con
P. putida N, no puede establecerse una comparacion entre los rendimientos obtenidos con
estas cepas. Sin embargo, si podemos idicar que el hecho de que ambas cepas se comporten
de forma distinta cuando se cultivan en un medio de cultivo andlogo, pone de relieve

diferencias metabolicas significativas entre ambas.

Se concluyo, pues, que P. putida N era mejor cepa productora de PHA que P. putida
U, ya que cuando se cultivaron en las mismas condiciones (octanoato 20 mM) se obtuvo un
mayor rendimiento con P. putida N (99 mas) a pesar de que el valor de absorbancia era

menor.

3. Construcciéon de cepas superproductoras de PHAs derivadas de
Pseudomonas putida N

Uno de los principales aspectos en los que mas se ha trabajado en los ultimos anos es la
modificacion genética de las cepas silvestres para incrementar los rendimientos obtenidos en la
acumulacion de polimero. En este sentido, se llevaron a cabo distintas estrategias para intentar
obtener mutantes superproductores de PHAs con las cepas objeto de estudio en esta tesis.
Modificaciones similares ya se habian llevado a cabo con éxito por miembros de nuestro grupo
de mvestigacion en P. putida U (Olivera et al., 2001b; Sandoval et al., 2007), pero teniendo en
cuenta que, como se ha visto en el apartado anterior, la cepa silvestre P. putida N produce mas
cantidad de polimero que ésta, se pretendia comprobar si realmente se podia incrementar el
rendimiento obtenido con esta cepa o si, por el contrario, existe un limite por encima del cual
no es posible incrementar la cantidad de PHAs acumulados mediante este tipo de

aproximaciones.
3.1. Expresion del gen phaFen trans en P. putida N

Estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo (Sandoval er al, 2007) habian
demostrado que la expresion en trans del gen phal’en P. putida U comportaba un aumento del
acimulo de PHAs y una modificacion apreciable en la organizacion de los granulos de
polimero (menor nimero y mayor tamano de los mismos). Por ello, se llevaron a cabo
experimentos similares en P. putida N esperando, como ya se habia visto en P. putida U,

alcanzar una mayor produccion.
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Kl gen phal'de P. putida U, clonado en el plasmido replicativo pPBBRIMCS-3 (pMC),
se utilizé para transformar P. putida N mediante conjugacién triparental. También se obtuvo
una cepa control mediante la mtroduccion del plismido sin mserto en la misma cepa. El
plasmido lleva un gen de resistencia a tetraciclina (T, 25 pg/ml) que permite seleccionar ambos
tipos de transconjugantes. Se comprobo la presencia del plasmido, con y sin inserto, en algunos
recombinantes, y se secuencio este inserto en uno de ellos para verificar que la construccién

genética introducida era la correcta.

A continuacién se utilizé este recombinante para analizar su capacidad de produccion.
La expresion en trans del gen phal’en P. putida Uy en P. putida U AfadBA incrementaba la
producciéon de estos bioplasticos en las cepas recombinantes y, ademas, contribuia
decisivamente a la estructuracion de los granulos de PHAs (usualmente se acumulaban menos y
de mucho mayor tamano) (Sandoval et al., 2007). Por ello, cabria esperar un efecto similar en

P. putida N.

El medio de cultivo empleado fue MM suplementado con octanoato (30 mM) y glucosa
(19, p/v), ya que era en el que se habian logrado mejores resultados con la cepa silvestre. Al
medio se le anadio el antibiotico tetracichina (25 pg/ml) para ejercer una presion selectiva y
evitar que los transconjugantes curasen el plismido. El rendimiento de PHA obtenido (% de
PHA/peso seco de bacterias (psb)) fue 49,4%. Teniendo en cuenta que el valor que se obtiene
con la cepa silvestre P. putida N en estas condiciones es del 47,568%, se concluye que la
expresion en trans de phaF no modificaba, al menos significativamente, la produccion de PHA
acumulado. El hecho de que no se incremente el rendimiento podria deberse a que la cantidad
acumulada por esta cepa sea ya muy elevada, lo que imposibilitaria una variacion en el namero

y tamano de los granulos.

Este transconjugante mostré un tamaino y una morfologia particulares en algunos
medios, siendo distintos a los exhibidos por la cepa silvestre. En el apartado 5 se describiran las

observaciones y andlisis realizados en este sentido.
3.2. Expresion de una copia adicional del cluster pha en Pseudomonas putida N

La segunda estrategia seguida para obtener un mutante superproductor fue la
mtroduccion de una copia extra del cluster pha en el genoma de P. putida N. Se parti6 de la
hipoétesis de que el flujo de intermediarios 3-hidroxiacil-CoA derivados de los dcidos grasos

utilizados como fuente de carbono podria exceder la capacidad biosintética de PHAs de la
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cepa. Esto tendria como consecuencia un menor acimulo del potencial maximo alcanzable, y
una deriva de mtermediarios polimerizables hacia su catabolismo mediante B-oxidacion. Ante
esta situacion, una copia adicional de cada gen comportaria una mayor expresiéon de dichos
genes y propiciaria que las enzimas y proteinas implicadas en la sintesis y acaimulo de PHAs no

constituyesen un factor lmitante.

El plasmido pK18::mob, que contenia una copia del locus pha de P. putida U como
mserto y que habia sido obtenido previamente en nuestro laboratorio (Garcia et al., 2004), se
transfine a P. putida N. Este plasmido tiene un gen de resistencia a kanamicina y no es
replicativo en Pseudomonas. Por ello, al hacer uso de estas dos presiones selectivas en una
conjugacion triparental, se fuerza que se produzca un evento de recombinacion homologa por
alguno de los genes del cluster pha (practicamente 1dénticos entre P. putida N y P. putida U).
Los transconjugantes PoNpK18pha, que poseen dos copias del locus pha, se seleccionaron por

la adquisici6n de la resistencia a kanamicina (Km, 25 pg/ml).

La evaluacion de la capacidad de produccion se llevo a cabo, al igual que en ocasiones
anteriores, en MM que contenia octanoato (30 mM) y glucosa (1% p/v). Cuando esta cepa se
cultivé en el medio de produccion el rendimiento medio (de las dos fermentaciones realizadas)
de PHAs obtenido fue del 49,13%. Teniendo en cuenta que el rendimiento alcanzado con la
cepa silvestre fue similar (47,58%), se puede concluir que la adicion de una copia del cluster

pha tampoco incrementa significativamente la produccion de bioplastico.

Pareceria logico pensar que con una copia adicional del locus pha, la bacteria acumulara
mucho mayor contenido de PHAs. La maquinaria bioquimica codificada en estos genes para la
formacion de bioplastico no se veria saturada, y al haber mas polimerasas en el iterior celular
expresadas constitutivamente desde el promotor del plismido, se podrian mcorporar mas
residuos a las cadenas poliméricas. Sin embargo, se ha demostrado que el rendimiento en la
produccion de PHAs no es mucho mayor que en la cepa silvestre. Es posible que una férrea
regulacion postranscripcional no permita que se incremente el arsenal de sintesis de PHAs por
mas copias del cluster que se mtroduzcan en el genoma, impidiendo que esta estrategia tenga
éxito. Ademads, es posible que el factor limitante se encuentre en los transportadores de dcidos
grasos de la membrana celular o en las enzimas que conectan la B-oxidacion con la sintesis de

PHAs.

Como ya se apunto en el apartado anterior, donde se referia la expresion de phal’en

trans, la cantidad de plastico que acumula la cepa silvestre podria ser lo bastante elevada per se
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cOmo para que se pueda incrementar de manera notable mediante este tipo de modificaciones

genéticas. Esto nos llevé al planteamiento de estrategias alternativas.

3.3. Delecion de los genes fadBA en Pseudomonas putida N
La tercera estrategia empleada para incrementar el acimulo de PHAs en P. putida N

consistio en la delecion de los genes responsables de la B-oxidaciéon en esta bacteria.

Tal y como se explica en la Introduccion de esta tesis doctoral, los acidos grasos que se
anaden al medio como precursores de monomeros para la sintesis de polimeros plasticos son
degradados mediante un proceso de B-oxidacion parcial generando los R-3-hidroxialcanoil-CoA
derivados de los precursores (o R-3-hidroxifenilalcanoil-CoA en el caso de que los precursores
fueran acidos fenilalcanoicos), es decir, las moléculas substrato de la polimerizacion. Como
resultado de la degradacion de los acidos grasos a través del proceso de B-oxidacion, se genera
energia, poder reductor y acetil-CoA. El complejo proteico FadBA, codificado en los genes
fadBA, es el responsable de las cinco actividades enzimaticas (enoil-CoA hidratasa, 3-
hidroxiacil-CoA  deshidrogenasa, cis-N>-trans-A*-enoil-CoA 1Isomerasa, 3-hidroxiacil-CoA

epimerasa, 3-cetoacil-CoA tiolasa) que constituyen esta B-oxidacion (DiRusso, 1990; Yang et al.,

1988, 1990).

Ademds del complejo proteico FadBA, existe una B-oxidacion secundaria, activa
cuando no esta disponible la primera (Olivera et al, 2001a). Olivera y colaboradores
observaron en P. putida U que al interrumpir los genes fadBA vy, por tanto, en ausencia de la 3-
oxidacion I, se induce la expresion de una B-oxidacion II llevada a cabo por otras enzimas con
actividad semejante presentes en la célula. A través de esta segunda ruta, los dcidos grasos
alifiticos pueden ser degradados totalmente, mientras que los aromaiticos solo lo son
parcialmente. Por ello, s1 se eliminase la ruta de B-oxidacién principal, se podria conseguir un
mayor acumulo de PHAs de origen aromatico, ya que no podrian ser degradados totalmente, y
también podria esperarse un incremento en el acimulo de PHAs de origen alifitico, al
depender su catabolismo de una ruta alternativa menos eficiente, tal y como ocurre con

Pseudomonas putida U (Olivera et al., 2001a).

El proceso de delecion utilizado implica una doble recombinacion homologa sobre los
extremos de los genes a delecionar, por lo que el primer paso consistié en obtener la secuencia
de los genes fadBA en esta cepa (3.355 pares de bases), para luego diseniar una construccion

con la que provocar la delecion. La secuenciacion se llevo a cabo empleando oligonucleotidos
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disenados sobre P. putida U, en primer lugar, y después sobre la propia P. putida N (Materiales
v Meétodos, Tabla 5, oligonucleétidos fadBAS’BHI, fadBA3’Xbal, NfadBA1l, NfadBA2,

NfadBA3, NfadBA4), una vez obtenidas las primeras secuencias. La secuencia completa de los

genes fadBA se indica en la figura 27.

Posteriormente, y ya sobre la secuencia de los genes fadBA, se llevo a cabo el diseno de
la construccion para la delecion. Para ello, se amplificaron por PCR dos fragmentos situados en
los extremos de los genes fadBA. El primer amplicén, proximo al extremo 5 de fadB, se
obtuvo amplificando con los oligonucleétidos NB4 y NBIBHI. El producto de PCR tenia un
tamano de 665 pb. El segundo se amplifico con los oligonucleotidos NA1 y NASBHI y

corresponde a un fragmento de 667 pb localizado en el extremo 3’ del gen fadA. Ambos

fragmentos

oligonucleotidos NBIBHI y NASBHI utilizados para la amplificacion de cada uno de los
fragmentos.

conjuntamente en el plaismido pJQ200KS dio lugar a la construccién usada para la delecion

(Fig. 27).
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mcluian una diana de restriccion BamHI que habia sido incluida en los

La digestion con esta endonucleasa y la posterior ligacion de ambos fragmentos

TCAGACGCGTTCAAAGACAGTGGTGATACCTTGGCCCAGGCCGACGCACATGGTCGCAACACCCAGCGT
-CTGCGCAAGTTTCTGTCACCACTATGGAACCGGGTCCGGCTGCGTGTACCAGCGTTGTGGGTCGCA
& VvV R E Fr V T T I 6 Q G L G VvV C M T A V G L T
>
ACCGCCATTTTGCTTCATGACGTTGAGCAGGGTGCCGGAAATCCGCGCCCCGGAGCAACCAAACGGGTGGCCCAA
TGGCGGTAAAACGAAGTACTGCAACTCGTCCCACGGCCTTTAGGCGCGGGGCCTCGTTGGTTTGCCCACCGGGTT
G G N Q K M VN L L TGS I RAG S C G F P H G L

AGCAATGGCGCCGCCGTGCAGGTTAACCTTCTCATCCATCTTGTCGAGCACTTTCAAGTCTTTCAGCACGGGCAG
TCGTTACCGCGGCGGCACGTCCAATTGGAAGAGTAGGTAGAACAGCTCGTGAAAGTTCAGAAAGTCGTGCCCGTC
A I A G G H L NV K E DM KDL V K L D K L V P L

GGCCTGTGCAGCGAAGGCTTCGTTGAGCTCGATGAAGTCGATATCGGCCATGGTCAAGCCCGCACGCTTGAGGGC
CCGGACACGTCGCTTCCGAAGCAACTCGAGCTACTTCAGCTATAGCCGGTACCAGTTCGGGCGTGCGAACTCCCG
A Q A A F A ENTL EE I ¥F DI DAMTIL G A R K L A

TTTCTGGGTCGATGGCACCGGGCCGTAGCCCATGATTGCCGGGTCGACACCGGCCACTGCCATCGAACGGATCAC
AAAGACCCAGCTACCGTGGCCCGGCATCGGGTACTAACGGCCCAGCTGTGGCCGGTGACGGTAGCTTGCCTAGTG
kK ¢ T S p vV P GY G M I AP DV GA YV A M S R I V

CGCCAATGGCTGGATACCGAGGTCCATGGCACGCTGACCGGACATGACGATCATGCACGAGGCGCCGTCGGTGAT
GCGGTTACCGACCTATGGCTCCAGGTACCGTGCGACTGGCCTGTACTGCTAGTACGTGCTCCGCGGCAGCCACTA
AL P QI G L D MAIRIQG GS MV I MICS A G D T I

CTGCGACGAGGTACCGGCCGTGACCGTACCGCCTTTCGGGTTGAACGCAGGCTTCAGCGATGCCAGGCCTTCGAG
GACGCTGCTCCATGGCCGGCACTGGCATGGCGGAAAGCCCAACTTGCGTCCGAAGTCGCTACGGTCCGGAAGCTC
g s s T G A T V T G G K P N F A P KL S A L G E L

GGTGGTTTCCGGGCGAATGGTTTCGTCGAAATCGAACACCTTCAGGAAGCCGTTCTCGTCGTAGCCCTGCATCGG
CCACCAAAGGCCCGCTTACCAAAGCAGCTTTAGCTTGTGGAAGTCCTTCGGCAAGAGCAGCATCGGGACGTAGCC
T T E P R I T E D F D F V K L F G N E D Y G Q M P

GATGATCTCGTCCTTGAACTTGCCTTCGACCGTGGCCTTGTGGGCCAGCTGGTGCGAACGCAAGCCGAACAGGTC
CTACTAGAGCAGGAACTTGAACGGAAGCTGGCACCGGAACACCCGGTCGACCACGCTTGCGTTCGGCTTGTCCAG
I I £ DK F K G E VT AI KHATULOQH s R L G F L D

CTGCTGCTCACGGGTGATGCCGTGCATCTTGCCGAGCATTTCTGCAGTCAGGCCCATCATCCCGGAAGCCTTGGC
GACGACGAGTGCCCACTACGGCACGTAGAACGGCTCGTAAAGACGTCAGTCCGGGTAGTAGGGCCTTCGGAACCG
9 E R T I G H M K G L M EATL GMM G S A K A
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A H L S L H P NP DV GG HMMS V HGMHE V G G
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GACCACGAACACATCACCGTTACCGGTCATGATCGCCTGGGCGGCCGTGTGCAGCGCGCTCATGGACGAGCCGCA
CTGGTGCTTGTGTAGTGGCAATGGCCAGTACTAGCGGACCCGCCGGCACACGTCGCGCGAGTACCTGCTCGGCGT
v v F VD G N GG T M I A QA AT HULA S M S S G C

CAGGCGGCTGACGGTCTGCGCCGCGGAAGTGTGCGGGATCTGGGTCATCAGCGAGGCCATGCGGGCGATGTTCCA
GTCCGCCGACTGCCAGACGCGGCGCCTTCACACGCCCTAGACCCAGTAGTCGCTCCGGTACGCCCGCTACAAGGT
L R s v T QA A S TH P I 0 T MUL S A MR A I N W

GCCCTGCTCCAGGGTCTGGTTGACGCAGCCCCAGATCACGTCCTCGACTTCTTTCGGGTCAACCTTGCCGTTGCG
CGGGACGAGGTCCCAGACCAACTGCGTCGGGGTCTAGTGCAGGAGCTGAAGAAAGCCCAGTTGGAACGGCAACGC
G Q EL T QN V C GG W I VDEV E K P D V K G N R

TTCCAGCAGCTTGCTGATCAGGTGCGCCGACATGTCTTCGGCGCGGGTGTTGCGGTGCATGCCACCCTTGGAGCG
AAGGTCGTCGAACGACTAGTCCACGCGGCTGTACAGAAGCCGCGCCCACAACGCCACGTACGGTGGGAACCTCGC
E L L K s I L H A S M D EARTNIRUHEMG G K S R

GCCCATTGGCGTGCGACCGAAGTCGACAATCACCACGTCTCTTGGATTCAGGCTCATATCAAATCTCTCGCTCTA
CGGGTAACCGCACGCTGGCTTCAGCTGTTAGTGGTGCAGAGAACCTAAGTCCGA-TAGTTTAGAGAGCGAGAT
G M p TR G F DV I V V D R P N L S M
& fadA
GCTCGTTGACCGCTCAGTTGAAGAAGCGCTGGCCGTTCTTGGCCATTTCACGCAGCTTGGCGGTCGGGTGGTACA
CGAGCAACTGGCGAGTCAACTTCTTCGCGACCGGCAAGAACCGGTAAAGTGCGTCGAACCGCCAGCCCACCATGT
& N F F R Q G N K A M E R L K A T P H Y L

GCGGCCCCAGGTCGGCATACTGATCGGCCAGGGCGACGAATTCGGCCACACCGATCGAGTCGATGTAACGCAGCG
CGCCGGGGTCCAGCCGTATGACTAGCCGGTCCCGCTGCTTAAGCCGGTGTGGCTAGCTCAGCTACATTGCGTCGC
P 6 L D A Y Q DAL AV F EAV G I s DI Y R L A

CACCACCGCGGAAGGGAGGGAAACCAATGCCGTAGACCAGGCCCATGTCGGCTTCGGCAGCGGTTTCGACGATGC
GTGGTGGCGCCTTCCCTCCCTTTGGTTACGGCATCTGGTCCGGGTACAGCCGAAGCCGTCGCCAAAGCTGCTACG
G G R F P P F G I G Y VL GM D AZEA AATE V I G

CGTCTTCCAGGCAACGCACGGTCTCCAGGCACAGCGGGACCATCATCCAGTTGATGATGTCTTCGTCAGTGACTT
GCAGAAGGTCCGTTGCGTGCCAGAGGTCCGTGTCGCCCTGGTAGTAGGTCAACTACTACAGAAGCAGTCACTGAA
p £ L. ¢ R VTEEL CL P VM MWNTI I D E D T V E

CGCGCTGCTCGAACACGATCGGTTTGAGCACGTCGAGCACGGTGGCATCGAAAACCTTCTTCGGCTTGCCGCGCT
GCGCGACGAGCTTGTGCTAGCCAAACTCGTGCAGCTCGTGCCACCGTAGCTTTTGGAAGAAGCCGAACGGCGCGA
R 9 E F VI P K L Vv DL V T ADF V K K P K G R K

TGTCGGTTTCGTAGGCGTAGAAGCCCTTACCGTTCTTCTGGCCCAGGCGGTTGGCCTCGTACAACGCGTCGACTG
ACAGCCAAAGCATCCGCATCTTCGGGAATGGCAAGAAGACCGGGTCCGCCAACCGGAGCATGTTGCGCAGCTGAC
b T E Y A Y F G K G N K O G L R NAE Y L A D V A

CCGAGCGGCGCTCGTCCTTCATGCGATCCGGGAAGCCTTCGGCCATGACGTCACGGCCGTGGTGGCCGGTGTCGA
GGCTCGCCGCGAGCAGGAAGTACGCTAGGCCCTTCGGAAGCCGGTACTGCAGTGCCGGCACCACCGGCCACAGCT
S R R E D K MR D P F G E A MV D R G HH G T D I

TGCCGACCACGTCCATCAAGTAGGCTGGGCCCATCGGCCAGCCGAACTTCTCCATGACCTTGTCGATGCGCACGA
ACGGCTGGTGCAGGTAGTTCATCCGACCCGGGTAGCCGGTCGGCTTGAAGAGGTACTGGAACAGCTACGCGTGCT
G v v DML Y A?PGMUP WG F K EMV K DI R V F

AGTCGACACCGGCGCTGACCAGCTTGGCAAAACCGCCAAAGTACGGGAACAGCACGCGGTTGACCAAAAAGCCCG
TCAGCTGTGGCCGCGACTGGTCGAACCGTTTTGGCGGTTTCATGCCCTTGTCGTGCGCCAACTGGTTTTTCGGGC
p v G A S VL KAUF G G VF Y P F L V RNV L F G P

GGCAGTCGTTGACCACGATCGGGTTCTTGCCCATTTTCTTGGCGTAGGCCACGGTGGTGGCGACCGCCACGTCAC
CCGTCAGCAACTGGTGCTAGCCCAAGAACGGGTAAAAGAACCGCATCCGGTGCCACCACCGCTGGCGGTGCAGTG
c b NVVI PN KGMI K KA AY AV T TAV A V D S

TGGACTTCTCACCACGGATCACTTCCACCAGCGGCATCATGTGCACCGGGTTGAAGAAGTGCATGCCGACGAAGT
ACCTGAAGAGTGGTGCCTAGTGAAGGTGGTCGCCGTAGTACACGTGGCCCAACTTCTTCACGTACGGCTGCTTCA
s K E 6 R I VEV L PMMHV P N F F HM G V F N

TTTCCGGGCGCTTGAGCGCCTTGGCCAGCAGGTTGATAGAGATGGTAGAGGTGTTGGAAGCGAGGATCGCATCGT
AAAGGCCCGCGAACTCGCGGAACCGGTCGTCCAACTATCTCTACCATCTCCACAACCTTCGCTCCTAGCGTAGCA
E P R KL AK AL L NTIT S I T S TN S A L I A D D

CCTTCACCTGGCCTTCCACTTCCGCCAGTACCGCTTGCTTGACCTTCGGGTTCTCGACCACTGCCTCGACGACGA

GGAAGTGGACCGGAAGGTGAAGGCGGTCATGGCGAACGAACTGGAAGCCCAAGAGCTGGTGACGGAGCTGCTGCT
K v o9 G E V EA L V A Q K V K P N E V V A E V V I
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2170 TGTCGACATTGGCAAAATCGCCATAGGACAGGGTCGGTCGAATGGCGTTGAGGGCCTCGGCCATCTTGGCTGGGG
ACAGCTGTAACCGTTTTAGCGGTATCCTGTCCCAGCCAGCTTACCGCAACTCCCGGAGCCGGTAGAACCGACCCC
p v N AFDGY S L TP RIANILAIE AMMI KA AP T

2245 TCAGGCGGCCCTTCTCGACGCGGTTGCCAAGCAACTTGGAGGCCTCGTTCAGACCCAGCTGAATGGCTTCTTCGC
AGTCCGCCGGGAAGAGCTGCGCCAACGGTTCGTTGAACCTCCGGAGCAAGTCTGGGTCGACTTACCGAAGAAGCG
L R G K EVRNGIL L K S AENTLGUL Q I A E E R

2320 GGATGTCTTTCATCAGGATCGGCGTACCTTTGACCGCCGACTGGTAGGCGATACCGCCGCCCATGATGCCGGCGC
CCTACAGAAAGTAGTCCTAGCCGCATGGAAACTGGCGGCTGACCATCCGCTATGGCGGCGGGTACTACGGCCGCG
I b K M L I P T G K V A S QY A I G G GG M I G A G

2395 CGAGCACGGCGGCCTGCTTCACGTCGTGGGCGATCTCGTCATGCGCCTTGGCCTTGCGCTTGAGTTCCTGATCGT
GCTCGTGCCGCCGGACGAAGTGCAGCACCCGCTAGAGCAGTACGCGGAACCGGAACGCGAACTCAAGGACTAGCA
L VA A Q KV D HATI EDHA AI KA AI KU RIE KL E Q D N

2470 TGAGGAACAAGCCGATCAGGCTCTCGGCGACCGAGGTCTTGGCCAGCTTGGCAAAGCCTGCGGCTTCAACTTCCA
ACTCCTTGTTCGGCTAGTCCGAGAGCCGCTGGCTCCAGAACCGGTCGAACCGTTTCGGACGCCGAAGTTGAAGGT
L ¥ L G I L S E AV S T KA AUL KA AU F G AAUZE V E L

FRAGMENTO DELECION fadB »
2545 GGGCCTTGTCGCGACCGAAGTTGGCGGCTTTCTGGATGCTCTTGATTGCTTCGACCGGGGCTGGGTAGTTCGGGC
CCCGGAACAGCGCTGGCTTCAACCGCCGAAAGACCTACGAGAACTAACGAAGCTGGCCCCGACCCATCAAGCCCG
A K DR GUFNAAIKOQOQTI S K I AE V P A P Y N P G

2620 CGGCCTGGCCAGCGACGAAGCCCTTGGCCGTCTCGAAGGCCATCATCTGCTCGATGGCATTGAGCTTGAGCTTTT
GCCGGACCGGTCGCTGCTTCGGGAACCGGCAGAGCTTCCGGTAGTAGACGAGCTACCGTAACTCGAACTCGAAAA
A Q G AV F G KATEFAMMOQE I A NTL K L K E

2695 CCAGCTTCGGCTGGCGCTTGGCCTTGTAGTCCAGCTCGCCACTGATGGCACGCTTGATCAGGTCGAGGGCACCGG
GGTCGAAGCCGACCGCGAACCGGAACATCAGGTCGAGCGGTGACTACCGTGCGAACTAGTCCAGCTCCCGTGGCC
L K P Q R K A K Y DL E G S I A R K I L DL A G A

2770 CCAGCAGCAGCTCAGGGGCGACCACCGCGTCGACGGCCCCCACTTTCAGGGCGTCTTCGGCACGGTTTTCCTTGC
GGTCGTCGTCGAGTCCCCGCTGGTGGCGCAGCTGCCGGGGGTGAAAGTCCCGCAGAAGCCGTGCCAAAAGGAACG
L .L.L &P AV V AD VA GV KL ADEA AIRNE K G

2845 CGGCGGCGATCCACTCGATGGCGTTGTCCGAGCCGATCAGGCGCGGCAGGCGCACGGTACCGCCAAAGCCCGGGT
GCCGCCGCTAGGTGAGCTACCGCAACAGGCTCGGCTAGTCCGCGCCGTCCGCGTGCCATGGCGGTTTCGGGCCCA
AA I W E I A ND S G I L R P L R V T G G F G P Y

2920 AGATACCCAGCTTGACTTCCGGCAGGCCGATCCTGGCGCTGGTGGACATGACCCGGTAGTCGGCCGCCAGGCACA
TCTATGGGTCGAACTGAAGGCCGTCCGGCTAGGACCGCGACCACCTGTACTGGGCCATCAGCCGGCGGTCCGTGT
I 66 L X Vv E P L G I R A S T S MV R Y DA AL C M

2995 TTTCCAGGCCGCCGCCCAGCGCGATGCCGTTGATGGCGGCAACGGTCGGCACTTCGAGGTCTTCGAAGGCGTTGA
AAAGGTCCGGCGGCGGGTCGCGCTACGGCAACTACCGCCGTTGCCAGCCGTGAAGCTCCAGAAGCTTCCGCAACT
E L 6 G 6 L. A I GNTI A AV T PV E L DE F A N F

3070 AGATACGATTGGCTTCCAGGTTGCCGGCGACCAGTTCGGCCTCAGGCAGCTTGAAGTTGTCGACGAACTCGGTGA
TCTATGCTAACCGAAGGTCCAACGGCCGCTGGTCAAGCCGGAGTCCGTCGAACTTCAACAGCTGCTTGAGCCACT
1 I R N A EL N GAV L EAE P L K F N D V F E T I

3145 TGTCGGCGCCGACGATGAACACGTCCTTGCCACTGCTGACGATCACGCCTTTGACCGAGGCATCGGCCTGGATGG
ACAGCCGCGGCTGCTACTTGTGCAGGAACGGTGACGACTGCTAGTGCGGAAACTGGCTCCGTAGCCGGACCTACC
b A G VI F VDK G S S VI V GG K V S A DA Q I A

3220 CATCGACGGCCTGGCGCAGCTCGTTCAGGGTAAGGCGGTTGAACTTGTTGACGGACTCACCCTTGAGGTCGAACT
GTAGCTGCCGGACCGCGTCGAGCAAGTCCCATTCCGCCAACTTGAACAACTGCCTGAGTGGGAACTCCAGCTTGA
b VvV A Q R L EN L T L R N F K N V S E G K L D F K

<

3295 TGAGCTCGACGATGCCACTTTCAAGAGCCTTAACCGTGATGGCTTTACCTTCGTAAATCATCAACTGATCTCCAC
ACTCGAGCTGCTACGGTGAAAGTTCTCGGAATTGGCACTACCGAAATGGAAGCATTTA-GTTGACTAGAGGTG
L £ v I G $S E L A K Vv T I A K G E Y I M
& fadB

3370 GATATGGAAGCTGAACTGTACACGC
CTATACCTTCGACTTGACATGTGCG

Figura 27. Secuencia de los genes fadBA de P. putida N. Sobre la secuencia se indican los oligonucleotidos con los
que se amplifico cada uno de los fragmentos utilizados para la construccién de delecion y la secuencia de los

amplicones especificos.
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Esta construccion en el plasmido pJQ200KS, dio lugar al plasmido pJQA/adBA. La
cepa L. colf DH10B se utilizo6 como hospedador de este plasmido, tras la seleccion de aquellas
colonias recombinantes que expresaban el marcador genético del plismido, la resistencia a
gentamicina. De este modo, se obtuvo la cepa E. coli pJQAfadBA. La integridad de la

construccion se comprobé mediante secuenciacion.

A continuacion se transfirio esta construccion a P. putida N mediante conjugacion
triparental. La seleccion de los transconjugantes se realizé en medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml, resistencia natural de P. putida N) y gentamicina (30 pg/ml, resistencia
aportada por el vector). Dado que el plismido pJQ200KS no es replicativo en Pseudomonas,
los transformantes soélo serian capaces de sobrevivir en un medio suplementado con
gentamicina si tiene lugar una recombinacion homoéloga mediada por una de las regiones

homologas de los genes fadBA que componen la construccion de delecion.

De entre los diferentes transconjugantes obtenidos en esta primera recombinacion, se
selecciond una colonia para ser resuspendida en 1 ml de H,O MilliQ estéril y se sembraron en

placas Petri conteniendo medio LB suplementado con ampicilina y sacarosa al 10%.

El plasmido pJQ200KS contiene el gen sacB, que codifica una proteina que hidroliza la
sacarosa presente en el medio, dando lugar a levanos (polimeros de fructosa) los cuales se

acumulan en el espacio periplasmico de las bacterias y causan su muerte por estrés osmotico.

Para evitar el efecto provocado por la accion de esta sacarasa, la bacteria fuerza una
segunda recombinacion homologa en presencia de sacarosa en un intento de desembarazarse
del plasmido. Esta segunda recombinacion, con pérdida de plasmido, puede producirse de dos
maneras diferentes, dando como resultado, bien la restauracion de los genes completos, es
decir, la vuelta a la situacion original; o bien causar la delecion de los genes fadBA (en teoria,
en el 45 % de los recombinantes se deberian perder esos genes, aunque en nuestro laboratorio
hemos comprobado que la eficiencia del proceso suele estar en el 259) (Donnenberg y Kaper,
1991; Hmelo et al., 2015; Quandt y Hynes, 1993). La baja eficiencia del proceso de delecion se
debe a que puede haber mecanismos (mutacion del gen sacB o de su promotor, entre otros) en

los que no se produce la eliminaciéon del plasmido pero si la supervivencia celular.

La comprobaciéon de la eliminacion del fragmento genético deseado se realizo llevando
a cabo amplificaciones por PCR sobre el DNA de los transconjugantes. Los oligonucle6tidos

utilizados se encontraban situados sobre las regiones exteriores a los fragmentos empleados en
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la construccion de delecion, y se verifico que la eliminacion del fragmento génico
correspondiente habia tenido lugar (Materiales y Meétodos, Tabla 5, oligonucleétidos
fadBAS’BHI y fadBA3’Xbal).

3.3.1. Produccion de PHAs utilizando P. putida N AfadBA en distintos medios de

produccién

Por analogia con lo que ocurre en P. putida U (Olivera et al, 2001b), la cepa de P.
putida N con los genes fadBA delecionados (PpNAfadBA) deberia acumular mas PHAs de
naturaleza aromatica, y quizds también de naturaleza alifatica, teniendo en cuenta que los acidos
grasos no podrian ser catabolizados (aromaticos) o lo eran mas lentamente (alifaticos) por los
mutantes delecionados en los genes fadBA. Para comprobar este fenotipo se realizaron varios
cultivos en los medios MM suplementado con glucosa 1% (p/v) y distintas fuentes de
monémeros (octanoato, 6-fenilhexanoato, 7-fenilheptanoato, 8-feniloctanoato), tanto con la

cepa delecionada como con la cepa control (Tabla 7).

Figura 28. Microfotografias de TEM de P. putida NAfadBA cultivada en MM suplementado con 4-
hidroxifenilacetato 10 mM y 7-fenilheptanoato 10 mM.

En la Tabla 7 se muestra la cantidad de polimeros plasticos, tanto de naturaleza

aromatica como alifitica, acumulado en los medios suplementados con los precursores

mdicados.
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Tabla 7. Cantidad de PHAs acumulados por P. putida N o su mutante PpNAfadBA cuando ambas cepas se
cultivaron en MM suplementado con glucosa (19, p/v) y distintos precursores de polihidroxialcanoatos. La
cantidad se expresa como porcentaje de PHA/psb. Los porcentajes aqui mostrados son la media aritmética de dos

experimentos diferentes.

Octanoato 30mM 6-fenilhexanoato | 7-fenilheptanoato | 8-feniloctanoato
iZl?Jz:sa 1% il e 15 mM + 15 mM +
Glucosa 1% Glucosa 1% Glucosa 1%
P. putida N R 0 . .
(Control) 47,58% 17,31% 36,21% 40,59%
P. putida N R o . .
AfadBA 53,06% 49,67% 55,97% 61,26%

A la vista de los resultados obtenidos (Tabla 7) podemos concluir que la cepa
Pscudomonas putida N AfadBA produce mucha mas cantidad de polimero plastico que la cepa
silvestre en todos los casos, siendo particularmente evidente cuando se utilizan precursores
aromaticos (un 209% mas con 7-fenilheptanoico y 8-feniloctanoico, y un 309% mas con 6-

fenilhexanoico).

Es importante destacar que el rendimiento obtenido con la cepa delecionada (P. putida
N AfadBA) cultivada en MM con 8-feniloctanoato 15 mM y glucosa 1% (p/v) es muy alto,
situindose en un 61,26%. Teniendo en cuenta que una fraccion importante del peso siempre
se correspondera con toda la masa celular que no es PHA, parece dificll que se pueda

mcrementar mucho mas la cantidad de PHAs acumulados por estas bacterias.

4. Expresion en trans del gen phaZ de Pseudomonas putida U en
Pseudomonas putida N y en Pseudomonas putida N AfadBA

Kl estudio genético y metabdlico de las bacterias productoras de PHAs es interesante
desde una perspectiva industrial para tratar de mcrementar la produccién de polimero y, en
ultima mnstancia, lograr un proceso rentable maximizando la produccion. Sin embargo, también
es Interesante la produccion de otras moléculas, como los 3-hidroxiderivados de los
monomeros constituyentes de los PHAs. La sintesis quimica de estas moléculas no suele ser
sencilla, y una vez obtenidas pueden servir como compuestos de partida (sintonas) utilizados

para la sintesis de antibioticos, vitaminas, antimicrobianos, B-aminoacidos o biocombustibles
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(Park et al, 2001; Ren et al,, 2010b; Sandoval et al., 2005; Zhang et al., 2009). Debido a esto, la
modificacién de las bacterias productoras de PHAs en biofactorias que generan 3-hidroxidcidos
podria ser biotecnologicamente muy interesante. En este aspecto, independientemente de
incrementar el acamulo, se deberia favorecer la liberacion de los monémeros acumulados y
polimerizados por la PHA despolimerasa. Sandoval y colaboradores demostraron que esto era
técnicamente posible en una cepa derivada de P. putida U, mediante la expresién constitutiva
del gen de la despolimerasa, phas. Puesto que P. putida N es capaz de acumular una cantidad
mayor de polimero plastico, la expresion en trans del gen phas podria dar lugar a una mayor
liberacion de 3-hidroxiderivados, siendo un mejor productor de estas moléculas. Partiendo de
esta premisa, se transformaron las cepas P. putida N y P. putida N AfadBA con el gen phaZ de
P. putida U.

Kl gen pha” se obtuvo mediante amplificacion por PCR sobre DNA genomico de P.
putida U con los oligonucledtidos DepolBamHI y DepolXbal (Sandoval er al, 2005). Como
puede observarse, ambos oligonucleotidos contenian una diana de restriccién que fue utilizada
para la clonacion del producto de PCR en el plaismido pBBRIMCS-3. Debe indicarse que la
mcorporacion de la diana BamHI en el oligo DepolBamHI supone el cambio de la proteina
codificada mediante la introduccion de tres aminodcidos extra en el extremo amino de la
depolimerasa (Fig. 29). La construccion resultante se denomindé pMCphaZ. Esta construccion
se transhirié a L. coli DH10B mediante transformaciéon por shock térmico. La itegridad de la

secuencia del gen pha/ se comprobd por secuenciacion.
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Figura 29. Representacion esquemdtica del proceso llevado a cabo para la clonacion de phaZ en el plasmido
pBBRIMCS-3. Se introdujeron los cortes BamHI y Xbal en los oligonucleétidos con los que se amplificé pha.
Con dichas dianas de restriccion se cloné el gen de la despolimerasa en el plasmido pKB2. Este plismido posee
una secuencia Shine-Dalgarno (SD) artificial previa al ATG que senala el inicio de la transcripcion. La
despolimerasa se clon6 en pPBBR1IMCS-3 con los cortes de restriccion Xhol y Xbal. Como consecuencia del

proceso de clonaciéon la despolimerasa presenta la adicion de 3 aminoacidos adicionales (RIP) (Sandoval et al.,

2005).

La transferencia del plasmido pMCphaZ a la cepa P. putida N se llevo a cabo mediante
conjugacion triparental. Para ello se cultivaron conjuntamente la cepa donadora (£. coli
pMCphar), la receptora (P. putida N), y una cepa adicional de FE. coli (“helper’), que permite
la transferencia del plasmido. De este modo, se obtuvo la cepa recombmante P. putida N
pMCphaZ, que posee una resistencia natural a ampicilina (100 pg/ml) y a tetraciclina (aportada
por el plasmido, 25 pg/ml). Para comprobar que el transconjugante contenia ese plasmido, éste
se extrajo y se secuencio. Adicionalmente, la presencia de este plasmido se comprobé mediante
PCR, extrayendo DNA total de la cepa P. putida N pMCphaZ y amplificando el inserto pha/,
utilizando oligonucleotidos especificos del plasmido y que, por lo tanto, no anillan en el
genoma de P. putida N. De ambos modos se demostro que la cepa contenia la construccion

deseada y que la secuencia del inserto (phar) era correcta.
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Para obtener el mutante P. putida N AfadBA pMCphaZ se siguid el mismo
procedimiento, con la diferencia de que, al realizar la conjugacién triparental, la cepa receptora
del plasmido era P. putida N AfadBA. Todos los controles y las comprobaciones se hicieron tal

y como se indicaba en el proceso anteriormente descrito.

Finalmente, comprobamos que todas las cepas aisladas no solo habian mcorporado el
plasmido pMCphaZ sino que, ademds, expresaban eficientemente la despolimerasa. Este
hecho se verifico comprobando la produccion de PHAs cuando los recombinantes se
cultivaron en un medio de produccion (placas de medio minimo suplementadas con octanoato
10 mM como tunica fuente de carbono y Tc, 25 pg/ml). Al observar los citados mutantes al
microscopio no se apreciaba ni el mas minimo indicio de PHAs. Por el contrario, en los
controles de estas cepas (transformadas con el plasmido sin inserto) si se observaban acimulos

de PHAS (ocupaban practicamente todo el interior de la bacteria).

También se llevo a cabo el cultivo de P. putida N AfadBA pMCphaZ en medio liquido,
MM suplementado con glucosa 1% (p/v), 6-fenilhexanoato 15 mM y Tc (25 pg/ml), en las
condiciones habituales para el cultivo de P. putida (30 °C y 250 rpm). Se realizaron
preparaciones para observar al microscopio 6ptico si se sintetizaban PHAs, y en ningin
momento se observo acumulo. Previsiblemente, la mayor actividad despolimerdsica evita que
se lleguen a acumular PHAs visibles, y los 3-hidroxiacidos producto de la despolimerizacion
serfan excretados al exterior de la célula. Fl cultivo control, la misma cepa cultivada en MM
suplementado unicamente con glucosa 1% (p/v) como fuente de carbono, alcanzo6 valores de
Absso similares a la cepa cultivada con monémeros polimerizables (Fig. 30). En ambos medios

se anadi6 T'c al medio para prevenir que la cepa curase el plasmido.

Basandonos en los trabajos previos realizados con P. putida U, en los que no se
observaba acimulo, podemos concluir que en los transconjugantes P. putida N pMCphaZy P.
putida N AfadBA pMCphaZ la actividad depolimerdsica es muy superior a la polimerasica, lo
que previene el acimulo de PHAs, y produce 3-hidroxiderivados, que son expulsados al caldo

de cultivo.
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Figura 30. Cinética de crecimiento de P. putida N AfadBA pMCphaZ cultivada en MM suplementado con glucosa
1% (p/v) y Tc (0), y en MM suplementado con glucosa 1% (p/v), 6-fenilhexanoato 15 mM y Tc (e).

5. Efecto de la fasina PhaF en la morfologia y en el tamafo de

Pseudomonas putida N

Si bien la expresion en trans del gen phal’en P. putida N no comporté un incremento
en el acimulo de PHA, como se indicé en el apartado 3, esta cepa recombinante exhibia una
morfologia interesante en medios suplementados con ampicilina, muy diferente de la que se

apreciaba en las cepa parental P, putida N y en el control P. putida N pMC.
5.1. Morfologia de P. putida N a concentraciones subinhibitorias de ampicilina

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas se caracterizan por presentar un
aspecto tipicamente bacilar, con un tamano y longitud que oscila entre 0,5-0,8 pm por 1,5-3 pm
(Iglewski, 1996). Uno de los aspectos que caracterizan a P. putida N es la morfologia que
adquiere cuando se cultiva en distintos medios, siempre suplementados con ampicilina (100
ug/ml). En estas condiciones, las bacterias se observan como células mucho mads largas (en
torno a 25 um) y anchas (1,5 um) de lo que es habitual para otras estirpes de Pseudomonas
putida (e. g. P. putida U) y, ademads, muestran estructuras microtubulares que parecen conectar

unas células con otras (Fig. 31 y 32).

El estudio de este cambio morfolégico, v del aumento del volumen celular, resulta
especialmente interesante en situaciones de acimulo de PHAs. Como se ha observado

anteriormente en algunas cepas superproductoras (Fig. 28), hay un momento en el que el PHA
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acumulado en el interior de las células constrine el citoplasma celular, sugiriendo que las células
se podrian encontrar al miximo de sus posibilidades de acimulo. Quizis, un aumento de su
volumen mmplicase un incremento de sus capacidades de almacenamiento. Esta idea nos animo

a profundizar en el estudio de estos fenémenos.

La bacteria adquiere esta morfologia alargada tanto en medios de produccion de PHAs
(MM con octanoato) como en medios que no contienen precursores de polimero (LB y MM
con 4-hidroxifenilacetato), razon por la que no se podria establecer una relacion directa entre el
acumulo de bioplastico y la adquisiciéon de esta morfologia. Se observo que las diferencias en el
aspecto de la bacteria se encuentran asociadas con la presencia o ausencia de ampicilina. Al
suplementar el medio con este antibiotico (100 pg/ml), por debajo de la concentracion minima
mhibitoria (MIC), tiene lugar la filamentacion de las bacterias; sin embargo, en los mismos
medios que no se suplementan con ampicilina, P. putida N presenta una morfologia

tipicamente bacilar con un tamano préoximo a la norma (Fig. 31 y 32).

Una modificacion similar de la morfologia bacteriana, causando alargamiento de las
células, se ha descrito en numerosas ocasiones y en distintas especies. La descripcion en la
literatura del desencadenante de este cambio morfologico es diversa, puediendo deberse a
factores fisicos, quimicos o metabolicos que generan situaciones de estrés en la bacteria
(Aertsen y Michiels, 2005; Jensen y Woolfolk, 1985; Lee et al., 1994; Potlun et al., 2012; Steel
et al, 2004). En el caso que nos ocupa, y como ya se describiera para especies de
Pseudomonas, Klebsiella o para E. coli, la filamentacion se produce por la presencia de
concentraciones de antibiotico por debajo de la MIC, que impiden la formaciéon adecuada de la
pared bacteriana en el proceso de division celular (Noguchi et al,, 1978; Rolinson et al., 1977).
Kl registro de observaciones similares en la morfologia bacteriana, y el estudio del efecto de los
antibioticos P-lactimicos a distintas concentraciones subinhibitorias se encuentra bien
documentado en la literatura cientifica desde hace décadas (Basker er al, 1979; Gardner, 1940;
Klainer y Perkins, 1970; Rolinson et al., 1977).

La ampicilina es un antibiotico B-lactimico que impide el entracruzamiento adecuado
del peptidoglucano en el proceso de formacion de la pared bacteriana, al competir con las
PBPs (del inglés penucillin binding protein, o proteinas que se unen a penicilina), responsables
de que dicho entrecruzamiento tenga lugar (Goffin y Ghuysen, 2002; Macheboeuf et al., 2006).
Las bacterias resistentes a este tipo de antibidticos poseen B-lactamasas que los escinden,

mmpidiendo su efecto sobre la division celular. En este caso, P. putida N presenta resistencia al
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antibiético, ya que la presencia del mismo no impide ni dificulta su cinética de crecimiento. Sin
embargo, el fenotipo alargado que exhibe en medio suplementado con ampicilina sugiere que
esa concentracion de antibiotico si afecta la division bacteriana, y que es superior a la

concentraciéon maxima que sus PB-lactamasas son capaces de degradar.

Al mismo tiempo, no se pueden descartar efectos del antibiotico sobre otras proteinas
como FtsZ, cuya polimerizacién forma un anillo que constrine y separa las células hijas, y su
mhibidor MinC, asi como sobre los complejos proteicos que interacttian y regulan a éstos (Bi et

al., 1991; Dajkovic er al., 2008; Mingorance et al., 2010).
5.2. Efecto de la expresion en trans de PhaF en la morfologia de P. putida N

Como se indicaba en el apartado 3.1, una de las estrategias seguidas para incrementar la
produccion de biopldstico en esta cepa fue la expresion en mrans del gen que codifica la fasina
PhaF de P. putida U. Se parti6 de la hipotesis de que la expresion de dicha proteina podia
proporcionar una disposicion distinta de los granulos de PHAs en aquellas bacterias de P.
putida N cultivadas en medio de produccion de PHAs, ya que phal’ contribuye a la
coalescencia y a la reduccion del niamero de granulos de bioplastico, s1 bien con este

transconjugante no se logré mcrementar la produccion significativamente.

Sorprendentemente, la cepa PONpMCphal, cultivada en presencia de ampicilina, no
mostraba un fenotipo alargado al ser observada al microscopio. Todo lo contrario, las bacterias
se presentaban como bacilos cortos en todos los medios suplementados con ampicilina (100
ug/ml). Por su parte, el control PpNpMC si tenia una morfologia alargada similar a la de la

cepa silvestre (Fig. 31).
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Figura 31. Aspecto morfologico de P. putida N (a-d), P. putida NpMC (e y 1) v P. putida NpMCphal (g y h). El
cultivo se llevo a cabo en MM suplementado con octanoato 30 mM y glucosa 60 mM (a, ¢, e y g o con 4-
hidroxifenilacetato (10 mM) (b, d, f'y h) y en presencia de ampicilina (100 pg/ml) (a, b, e, f, g y h) 0 en ausencia de

la misma (c y d).

A la vista del distinto comportamiento expresando o no el gen phal de P. putida U, se
llevo a cabo un experimento para comprobar estas observaciones, y evaluar el crecimiento y
morfologia de las cepas P. putida N, PoONpMC y PoNpMCphal”a distintas concentraciones de
ampicilina (Ap), tetracichna (Tc¢) y con ambos antibioticos, para descartar una posible

mterferencia por la Tc. De este modo, se sembraron las cepas P. putida N, Po)NpMC y
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PpNpMCphakF en placas tanto de LB como de 4-hidroxifenilacetato con 100, 200 y 400 pg/ml
de Ap, v se realizaron tinciones con fucsina de Gram a distintos tiempos de crecimiento en
medio solido (a las 15, 20 y 24 horas) para su observacion al microscopio optico. Dichas
observaciones revelaron que las bacterias silvestres y las cepas silvestres conteniendo el
plasmido pMC en frans se muestran alargadas en todos los medios en los que esta presente la
Ap. A las 15 horas estas dos cepas soélo crecen a concentraciones de 100 pg/ml, mientras que a
200 pg/ml y 400 pg/ml la concentracion es inhibitoria. PONpMCphalcrecia a las 15 h en todos
los medios, observindose con una morfologia tipicamente bacilar a 100 y 200 pg/ml, mientras
que se aprecia mds alargada a 400 pg/ml. Conforme se incrementa el namero de horas de
cultivo, se observa un mayor crecimiento, tal vez ocasionado por la degradacion paulatina de la
Ap con el paso del iempo. Es entonces cuando en las placas con las concentraciones mas bajas
de ampicilina las cepas P. putida N y Pp)NpMC se observan como bacilos mas cortos, mientras
que en las que la concentracion del antibiotico era mayor (200 y 400 pg/ml) hay crecimiento,
observandose morfologias filamentosas. La cepa PpNpMCphak; a las 24 h presentaba una

morfologia bacilar, que se mantiene a lo largo del ttempo.

Figura 32. Fotografias de microscopia 6ptica de P. putida N (a'y ¢) y P. putida pMCphal (b y d) cultivadas en MM
liquido suplementado con octanoato (30 mM) y glucosa (60 mM) (a y b) o 4-hidroxifenilacetato (10 mM) (cy d) y

ampicilina (100 pg/ml) (a-d). Las barras indican un tamario de 10 um.
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Los resultados obtenidos mostraron que la longitud de la bacteria estia asociada con el
tiempo de crecimiento y la concentracion de antibiotico. En un medio sélido rico como el
medio LB, la observacion de P. putida N al microscopio 6ptico a las 15 horas de crecimiento
mostraba algunas bacterias alargadas, pero también otras con una morfologia mas corta,
fragmentada. En MM el crecimiento es mas lento y a las 15 horas las bacterias se muestran

largas, 1gual que a las 24 horas.

La cepa control PoNpMC (aquella que contiene al plasmido pBBRIMCS-3 sin inserto)
exhibia el mismo aspecto filamentoso que se observaba en la cepa silvestre. Por su parte,
PpNpMCphaF mostraba una morfologia tipicamente bacilar. Sorprendentemente, esta cepa no

presentaba dificultad para crecer en un medio, tanto minimo como complejo, al que se

cuadruplicaba la concentracion de ampicilina (400 pg/ml).

Cuando se cultivaron estas cepas en los mismos medios variando las concentraciones de
Ap (0, 100, 200 y 400 pg/ml) pero suplementados con Tc¢ (25 pg/ml) se observan resultados
semejantes, salvo en el caso de la cepa silvestre que no crecié en ningtin medio por no poseer
resistencia a Tc. Estos resultados sugieren que no existe ningin tipo de efecto sobre la

morfologia celular por parte de la Tc.

La tnica diferencia existente entre las cepas que mostraban morfologia filamentosa o
bacilar cultivadas en las condiciones descritas, era la expresion en trans de phakF en las células
bacilares. En resumen, todos estos resultados nos permiten concluir que, ya sea de forma
directa o indirecta, Phal evita la filamentacion de P. putida N causada por la ampicilina. Por
consiguiente, de acuerdo con las observaciones realizadas, los transconjugantes que llevaran una
copia adicional de phal presentarian un imncremento en la resistencia al antibi6tico ampicilina,
siendo, por lo tanto, capaces de crecer a concentraciones de Ap que resultarian inhibitorias

para la cepa silvestre.

Se llevé a cabo un experimento en el que se sembraron P. putida N y P. putida N
pMCphal en MM solido suplementado con 4-hidroxifenilacetato y concentraciones crecientes
de Ap. Las concentraciones empleadas fueron 100, 400, 600, 800, 1.000, 1.200, 1.500, 2.000,
5.000 y 10.000 pg/ml. Se comenzé sembrando las cepas en el medio con concentracion mas
baja y una vez crecido, se hacia el pase al siguiente medio. Con las concentraciones mas bajas
(100-600 pg/ml) el transconjugante crecia en 24 h, y conforme se fue aumentando la

concentracion el crecimiento se ralentizaba, tardando 48 h en medios con 2.000 pg/ml o 5.000
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pg/ml. Al alcanzar los 10.000 pg/ml (10 mg/ml) el crecimiento se produce en forma de colonias
mas o menos individualizadas, es decir, hay resistencia a esta concentracion tan elevada. Por su
parte, el control crecia bien a la concentracion de 100 pg/ml, pero apenas crecian unas pocas

colonias a 400 pg/ml transcurridas 48 h.

La siembra de PoNpMCphakF en concentraciones crecientes de ampicilina, demostré
que esta cepa crecia incluso a concentraciones superiores a 10 mg/ml, lo que supone un
mcremento en la resistencia a este antibiotico de dos ordenes de magnitud con respecto a la

cepa silvestre.

La proteina PhaF ha sido descrita, como ya se ha indicado anteriormente, como un
regulador transcripcional del cluster pha, caracterizindose por poseer un dominio de unién a
DNA (Prieto et al, 1999). A la luz de los resultados obtenidos, y de algin modo que
desconocemos, PhaF favoreceria la resistencia a los efectos antimicrobianos del antibiético
ampicilina. Se podria especular que este fendémeno fuese debido a una competencia entre PhaF
y el antibiotico (como ocurre con PBP-3, responsable de que durante la formacion del septo la
sintesis de peptidoglucano tenga lugar principalmente en la invaginacion que separara las células
hijas) o por un incremento de la cantidad de B-lactamasa sintetizada propiciado por PhaF. Huse
y colaboradores, en sus trabajos con Pseudomonas aeruginosa, describieron que en esta cepa,
PhaF actta como un regulador post-transcripcional, incrementando la sintesis del
exopolisacarido PsI y, por ende, la formacion de biofilm (Huse er al, 2013). Este
exopolisacarido incrementaria la resistencia a antibiéticos impermeabilizando la célula (Yang et
al, 2011). De acuerdo con la bibliografia existente, Pseudomonas putida no produce el
exopolisacarido Psl, pero si otros exopolisacaridos (Fazli et al, 2014), por lo que no es
descartable que un mecanismo similar sea el responsable del incremento de la resistencia a
ampicilina en P putida N. Otra posibilidad, muy frecuente en la adquisicion de resistencia a
antibidticos, seria que se alterase la expresion de algin transportador de membrana y que en
respuesta a la expresion de phal; incrementase la expulsion de la Ap del periplasma

(Fernandez y Hancock, 2012).
5.8. Observaciones ultraestructurales entre las células de P. putida N

Otro aspecto interesante que se observd al realizar las microfotografias de barrido
(SEM) de P. putida N fue la presencia de estructuras microtubulares que unen las células
cuando crecen en medio solido con ampicilina. Estas conexiones parecen comunicar unas

células con otras dentro de las comunidades bacterianas (Fig. 33).
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Algunas publicaciones senalan que las posibles comunicaciones entre células son en
realidad la disposicion que adquiere la matriz extracelular que segregan las bacterias en la
formacion de biofilms cuando dichas bacterias se someten al procesado por deshidratacion
para SEM (Kachlany er al., 2001; Park et al, 2014). Sin embargo, otros trabajos, en los que las
muestras se han sometido a la deshidratacion caracteristica para obtener microfotografias por

SEM, demuestran la existencia de “nanotubos” y el intercambio de moléculas entre células

(Pande er al., 2015).

La comunicaciéon y la cooperacion entre células dentro de comunidades microbianas
han sido descritas ampliamente y estin implicadas en numerosos procesos, desde la
bioluminiscencia mediada por quorum sensing a la produccion de antibiéticos o la inhibicion
del crecimiento de estas comunidades microbianas (Ng y Bassler, 2009). En los ultimos anos se
han publicado varios articulos en los que se senala la existencia de microtiibulos o nanotubos
entre las bacterias de las comunidades microbianas de distintas especies, como Bacillus subtilis,
E. coli y Acinetobacter baylyi (Dubey y Ben-Yehuda, 2011; Dubey er al., 2016; Pande et al,
2015). La existencia de apéndices que comuniquen células no es nueva, ya que los pili F se
conocen desde hace mucho tiempo para el intercambio de informaciéon genética en el proceso

de conjugacion bacteriana (Curtiss ef al., 1969).

Los trabajos publicados atribuyen a estas prolongaciones la participacion en el
mtercambio de metabolitos o de elementos genéticos (pili F), lo que permitiria que las células
sobrevivieran en condiciones metaboélicas complejas (Pande er al, 2015). En este sentido, la
funcion seria similar a la que se ha descrito para las vesiculas de membrana (MV) tanto en

células eucariotas como procariotas (Marguet et al., 2013).

Figura 33. Microfotografias de P. putida N en las que se aprecian las estructuras microtubulares que conectan unas

células con otras.

En la cepa que ocupa este estudio, el intercambio de metabolitos podria ser importante

para unas c€lulas sometidas a unas condiciones de estrés celular que se refleja en la morfologia
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filamentosa que adquieren. Las células que expresan en trans el gen phal’ podrian habilitar
estos intercambios para colaborar y contrarrestar los efectos asociados al exceso de ampicilina.
Si bien estas hipotesis estin pendientes de ser contrastadas, ahondar en ellas puede ser
importante para entender cémo las comunidades bacterianas se adaptan y se sobreponen a este
tipo de situaciones de estrés. En ultima instancia, estos experimentos podrian contribuir a
disenar estrategias contra aquellos microorganismos patégenos que adquieren resistencia a

antibioticos y que, por lo tanto, son cada vez mas dificiles de erradicar.
5.4. Disrupcién del gen phaFen Pseudomonas putida N

El incremento de la resistencia a ampicilina que provoca la expresion en trans de Phak,
y la hipotesis de que esta fasina previene de alguna manera la accion del antibiotico sobre el
entrecruzamiento del peptidoglucano en la pared celular, sirvieron de premisas para plantear
una nueva aproximacion experimental que intentase explicar la relacion entre esta proteina y el

efecto del antibidtico.

Si Phak previene la actividad de la ampicilina sobre la pared celular, es posible que en
ausencia de la fasina la célula sea mas sensible al antibidtico, al no contrarrestar su efecto. Se
puso a prueba esta hipétesis interrumpiendo el gen phal’'de P. putida N, para posteriormente
sembrar el mutante en medio suplementado con ampicilina y comparar su morfologia con la

cepa silvestre.

La disrupcion de phal’ se llevo a cabo con la construccion pK18phal. Dicha
construccion se obtuvo mediante digestion del propio phal’con las enzimas de restriccion Pstl
y Sall, ambas con cortes internos en el gen, que liberan un fragmento interno de 307 pb. Dicho

fragmento se clono sobre los mismos cortes en el plasmido pK18::mob.

Para obtener la cepa PpNpKI18phal' con el gen phal’ interrumpido fue necesario
realizar una conjugacion triparental, en la que se utilizé la cepa E. coli pK18phak como célula
donadora y la cepa P. putida N como aceptora del plasmido. Ademas, se necesité el concurso
de E. coll helper. La seleccion de los transconjugantes se llevé a cabo en MM suplementado

con 4-hidroxifenilacetato y el antibiotico Km.

Tal y como se indica en el capitulo Materiales y Métodos, pK18::mob es un plasmido
que al no replicarse en Pseudomonas actia como ntegrativo. Contiene un gen de resistencia a
Km. Por ello, ante la presion selectiva que mimprime la presencia de Km en el medio, la tnica

alternativa con la que contard la bacteria para su supervivencia serd incorporar el plasmido
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mediante un evento de recombinacion homologa que tenga lugar entre el fragmento de la fasina
presente en el plasmido y el gen phal’ situado en el genoma de P. putida N. Dicho evento
permitira a P putida N adquirir resistencia a Km, pero el gen phakF quedara interrumpido por

el plasmido, y por tanto, el transconjugante PoONpK18phaF no expresara Phak.

Fl mutante que carece de una copia de phal’ funcional se sembr6o en MM
suplementado con 4-hidroxifenilacetato y con distintas concentraciones de ampicilina: sin
ampicilina, 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pug/ml y 200pug/ml. Como cepa control para evaluar la

sensibilidad a la ampicilina se utihizé P. putida N, sembrando ésta en las mismas placas.

En ningtin caso el transconjugante con el gen phaFen el que se habia interrumpido este
gen mostro mayor sensibilidad a Ap que la cepa silvestre. Ambas cepas crecieron de forma

similar cuando se utilizaron en los diferentes cultivos concentraciones crecientes de Ap.

Estos resultados indican que, cuando se superexpresa, la proteina PhakF juega un papel
mmportante en la adquisicion de resistencia a Ap. Sin embargo, la ausencia de PhaF no
comporta un incremento de la sensibilidad frente al antibidtico. Después de todo, la bacteria
cuenta con B-lactamasas que degradan la ampicilina, por lo que esté o no presente phal; la
sensibilidad no se va a incrementar. En este sentido, Phak favorece e incrementa la resistencia,
pero al no ser el sistema principal que previene la actividad de los antibidticos B-lactimicos

sobre la pared celular, su ausencia no compromete la viabilidad celular.

5.5. Disrupcién génica de fisZen P, putida U

Como se apunté en el apartado 5.1, las células de P. putida N adquieren una

morfologia alargada cuando se cultivan en medio con ampicilina. Dichas observaciones nos
hicieron plantearnos si se podria disenar una cepa capaz de modificar su morfologia,
mcrementando su volumen, que acumulase mas plastico que la cepa silvestre, y que no viese
mermada su capacidad de crecimiento por una mayor sensibilidad al antibiético suplementado
en el medio (como ocurre con la ampicilina). Ademas, este tipo de mutantes permitiria abordar

el estudio del reparto de los granulos en el proceso de division celular.

De entre los numerosos genes que participan en el proceso de division celular, el mas
relevante, dada la funcién de la proteina que codifica, es fisZ. Este gen codifica una proteina de
la que depende el adecuado ensamblaje de la maquinaria de fision binaria, v que es la

responsable de la constriccion en el proceso de division celular (Mingorance et al. 2010).
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En E. coli se han descrito distintas estrategias para obtener fenotipos filamentosos que
mcrementen el acimulo de PHB. Entre ellas se encuentran la delecion del gen mreB (cuya
proteina es responsable de la anchura y forma bacilar) y la expresion inducible en este mutante
de SulA que inhibe FtsZ, o regulando la expresion de fisZ y/o mreB a través de la técnica
CRISPR1 (Elhadi ef al, 2016; Jiang et al, 2015). Por lo tanto, siguiendo un planteamiento
similar, se llevé a cabo la disrupcién de fisZ en P. putida U para, en el caso de que la mutaciéon
no resultase letal, producir un fenotipo filamentoso en esta cepa. Este mutante podria ser muy
interesante desde el punto de vista de la produccién de PHAs, va que el incremento del
volumen celular podria aumentar su capacidad para acumular biopolimero. Por otro lado, esta
cepa podria proporcionar informaciéon sustancial sobre el proceso de sintesis de PHAs en
pseudomonadidos, particularmente en el aspecto del reparto de los grainulos de PHA entre las

células hyjas tras el proceso de division celular.

Una vez identificado el gen fisZ en P. putida U se llevé a cabo su disrupcion. Para ello
se amplifico un fragmento interno con los oligonucledtidos UDisrFtsZ1 y UDisrFtsZ.4
(Matenriales y Métodos, Tabla 5) utilizando el DNA genomico de P. putida U como molde. El
producto de la amplificacion (552 pb) se cloné en el plismido de clonacion pTZ57R/T, y se
subcloné en un plismido que actia como integrativo en P. putida U (pK18::mob) con las
dianas de restriccion EcoRI y BamHI. Se obtuvo asi la construccion pK187#sZDisrup, cuya
mtegridad se comprobd por secuenciacion. De este modo, la integracion del plasmido en el

genoma mediante un proceso de recombinacion homologa mediado por el fragmento interno

del gen fis/, dio como resultado la disrupcion de la secuencia codificante de este gen.

La interrupcion del gen se llevo a cabo a través de una conjugacion triparental en la que
el plasmido pK18/isZDisrup cedido por E. colr se integra en el gen fis/ de las cepas receptoras
Pseudomonas putida U 'y Pseudomonas putida U AfadBA. Los transconjugantes se
seleccionaron en placas de LB suplementadas con los antibioticos Rf (resistencia enddgena de
Pseudomonas putida) y Km (resistencia proporcionada por el plasmido), y, posteriormente, se

sembraron en placas de MM suplementado con 4-hidroxifenilacetato RfKm.
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Figura 34. Representacion esquemdtica del procedimiento seguido para interrumpir el gen fisZ mediante

recombinacién homologa mediada por el plismido pK18::mob.

Cuando se observaron los transconjugantes al microscopio 6ptico, se observo que su
morfologia era tipicamente bacilar, cuando se esperaria que fuese alargada como consecuencia
de la interrupcion del gen fisZ. Se secuencio el gen fis/ en los transconjugantes y se verificd que

se encontraba interrumpido por el plasmido pK18::mob.

Este hecho es sorprendente, ya que cabria esperar que la disrupcion del gen tuviese un
efecto apreciable a simple vista en su morfologia. Se obtuvieron tan solo 3-4 colonias
transconjugantes por cada placa de siembra directa de la conjugacion triparental, siendo
llamativa la baja eficiencia de recombinacion homoéloga. En E. coli, se habia descrito con
anterioridad a través de experimentos de disrupcion génica que fisZ es un gen esencial (Bi et
al, 1991; Da y Lutkenhaus, 1991). Es probable que la interrupcion del gen fis/Z en
Pseudomonas putida también sea letal, y que solo sobrevivan aquellos transconjugantes en los
que tiene lugar algin evento extrano, como una duplicacion o la recombinaciéon homoéloga con

otro gen similar o por otro punto de la secuencia del plasmido.

6. Adaptacion de Pseudomonas putida en medio de produccién

Uno de los aspectos sobre los que mas se ha trabajado para alcanzar la escala industrial
en la produccion de PHASs es la obtencion de mutantes superproductores de estos polimeros.

Nuestro grupo de investigacion obtuvo, en trabajos anteriores, el mutante Pseudomonas putida
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U AfadBA, una cepa productora de mcl-PHAS en la que se eliminaron dos genes que codifican
varias actividades enzimaticas criticas en la ruta de B-oxidacion, y con el que se realizd este
estudio. La observacién de que este mutante superproductor creciese mejor en un medio de
produccion con cada resiembra, y que simultineamente perdiese su capacidad para sintetizar el

polimero, motivo que se estudiase este fendmeno para conocer sus causas.

6.1. Crecimiento de P. putida U y P. putida AfadBA en medio defmido con

distintas fuentes de carbono.

P. putida U es capaz de acumular PHA cuando se cultiva en medios minimos
quimicamente definidos que contienen acidos grasos alifiticos y/o aromaticos como fuente de
carbono (Garcia et al, 1999). De entre las estrategias empleadas para incrementar la sintesis de
polihidroxialcanoatos en distintas estirpes de P. putida, la delecion de los genes de la -
oxidacion es la que ha proporcionado mejores resultados (Olivera et al., 2001b; Ouyang et al.,
2007b; Park y Lee, 2004). El mutante superproductor de PHAs P. putida AfadBA obtenido
mediante la delecion de los genes fadBA (Olivera et al., 2001b) adquiere un color blanquecino
y un aspecto céreo cuando se siembra en medio minimo sélido que contiene precursores de
polimero (como consecuencia de la gran cantidad de polimero que acumula). La observacion al
microscopio de las bacterias reveld que éstas presentaban una morfologia mas larga y grande
que la de P. putida U, en las que se apreciaba la gran deformacion que ejerce la presencia de

polimero sobre la estructura bacilar de las células (Fig. 37, ¢ y d).

El cultivo de P. putida U y de P. putida AfadBA en MM suplementado con diferentes
fuentes de carbono evidencié diferencias entre sus cinéticas de crecimiento, en funciéon de la
presencia de precursores de polimero. Asi, cuando el MM contenia glucosa o 4-
hidroxifenilacetato como fuente de carbono, que no pueden dar lugar a intermediarios
susceptibles de ser polimerizados en PHAs, el crecimiento fue similar tanto para P. putida U
como para P. putida AfadBA (Fig. 35A y 35B). Sin embargo, cuando las cepas se cultivaron en
MM con octanoato como tunica fuente de carbono (MMO), compuesto que podria ser
empleado en la sintesis de mcl-PHAs, se observaron diferencias notables en la cinética de

crecimiento y en los valores de absorbancia a 540 nm alcanzados por los diferentes cultivos

(Fig. 35C).
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Figura 35. Curvas de crecimiento de P. putida U (e), PoUAfadBA (o) v PpUAfadBAPHA™ (V) cuando se
cultivaron en MM suplementado con 4-OH-fenilacetato 20 mM (A), glucosa 40 mM (B) y octanoato 20 mM (C).

De este modo, cuando las cepas se cultivaron en un MM conteniendo octanoato (20
mM) como fuente de carbono, P. putida U alcanzé el maximo de absorbancia a las 22 horas,
mientras que la cepa PpAfadBA mostré un crecimiento muy escaso en el mismo medio, tal y
como se puede apreciar en la grafica (Fig. 35C). Su crecimiento se prolongo durante 50 horas,
experimentando un aumento de la absorbancia a 540 nm (y por tanto del namero de células) a
partir de las 40 horas (Fig. 35C). Este comportamiento obedeceria a que, una vez eliminados
los genes de la B-oxidacion, el complejo FadBA no se encontraria disponible para llevar a cabo
las correspondientes actividades enzimaticas, por lo que se mduciria una ruta de B-oxidacién
menos eficiente (una B-oxidacién II que reemplaza las actividades enzimaticas de FadBA
(Olivera et al., 2001a)). En estas condiciones, tendria lugar un desequilibrio metabélico, en el
que se reduciria tanto la formacién de poder reductor (NADH) como de acetil-CoA,
ralentizando el metabolismo general. En otras cepas de Pseudomonas se ha descrito la
existencia de una relacion directa entre el metabolismo de PHA y la disponibilidad de
equivalentes reductores. Asi, una alta proporcion de [acetil-CoAl/[CoA] vy [NADH]/[NAD']
mhibe la oxidacion de los dacidos grasos y conduce a la acumulacion de PHAs, mientras que
una baja proporciéon promueve la movilizacion del polimero (Ayub er al, 2009; Ren et al.,
2009). La delecion de los genes fadBA impediria que se genere poder reductor, e imperdiria el
crecimiento, lo que podria estar relacitonado con las observaciones realizadas en estos

experimentos.

Otra consideracion importante a la hora de evaluar las diferencias en el crecimiento que
experimentan ambas cepas en medio de produccion de polimero, es la alteracion morfologica
que se produce como consecuencia del acimulo anormalmente elevado de PHA en

PpAfadBA (Olivera et al., 2001b). Estos cambios en su tamaio y longitud podrian afectar a la
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capacidad de esta cepa para llevar a cabo una division celular eficiente alterando, por lo tanto,
el crecimiento bacteriano y produciendo una ralentizacion del mismo. Una relacién similar
entre la sintesis de PHAs y la alteracion de la division celular fue descrita por Lee vy
colaboradores, quienes observaron una notable filamentacion en cepas de FE. colr

recombinantes que expresaban los genes de la ruta biosintética del poli-3-hidroxibutirato (phb)

(Lee et al., 1994).

Si bien es mas probable que el escaso crecimiento de PpAfadBA en MMO tenga su
origen en la alteracién del flujo metabolico de esta cepa, no se puede eliminar la posibilidad de
que otros procesos, como el control del tamano y la divisién bacteriana, en un mutante en el
que se estd acumulando mtracelularmente una gran cantidad de polimero, sean los artifices de

esa cinética de crecimiento anomala.

6.2. Aislamiento e identificacibn de mutantes de la cepa superproductora
PpUAfadBA incapaces de sintetizar PHAs

Una de las observaciones que se realizaron al trabajar con PpUAfadBA fue que su
cultivo de forma repetida en MMO solido durante 24 h a 30 °C disminuia gradualmente su
capacidad para acumular PHA, al ttempo que se incrementaba la velocidad de crecimiento en
este medio. Para analizar este efecto, se disenido un protocolo que mmplicaba aislar colonias de
PpAfadBA 'y su resiembra, periodica (cada 24 h) y seriada, en MMO solido durante un total de
10 pases consecutivos. S1 bien durante los dos primeros pases el crecimiento era pobre y
escaso, las siembras sucesivas mcrementaban notablemente la tasa de crecimiento del cultivo.
Ademas, la observacion diaria al microscopio 6ptico de las cepas correspondientes a las
diferentes resiembras permitié establecer una relacion directa, segun la cual, a mayor numero
de pases mas critica era la pérdida de la capacidad para acumular PHAs (Fig. 36). Mediante
microscopia electronica de transmision se pudo comprobar que tras cuatro pases, mas del 80%
de las bacterias habian perdido la capacidad para acumular PHAs, mientras que tras siete pases
ninguna bacteria acumulaba cantidades apreciables de PHAs. Esto es, las bacterias, a las que en
adelante denominaremos “adaptadas”, no sintetizaban PHAs. Este hecho se confirmo mediante
observacion directa al microscopio y mediante el protocolo de extraccion de PHAs con
solventes organicos (Lageveen et al, 1988b). El procedimiento utilizado para aislar cepas
dervadas de P. putida AfadBA icapaces de producir PHA (PpAfadBAPHA', abreviadamente

PHA) se resume en la figura 36.
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Figura 36. Procedimiento seguido para aislar los mutantes derivados de P. putida AfadBA no productores de
PHAs (mutantes PHA").

Cuando las bactertas PHA™ se cultivaron en medios minimos que contenian como
fuentes de carbono tanto precursores de PHAs (MM + 4-hidroxifenilacetato + 7-
hidroxifenilheptanoato) como compuestos que no eran precursores (MM + glucosa, MM + 4-
hidroxifenilacetato), y se efectuaron resiembras periddicas en los mismos, comprobamos que

en ningun caso se recuperaba su capacidad para sintetizar PHAs al ser cultivadas en MMO.
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Por el contrario, cuando se cultivo la cepa silvestre P. putida U en los mismos medios y
con las mismas condiciones, dicha cepa mantuvo su capacidad para sintetizar PHAs, incluso
cuando el nimero de resiembras periddicas en MMO fuese mucho mayor (20 o mas). A la luz
de estos resultados, y puesto que la anica diferencia entre ambas cepas era la delecion de los
genes fadBA, la hipotesis mds mmediata seria que la ausencia de estos genes fuese la
responsable de los eventos que tienen lugar para que una cepa superproductora de PHAs se
convierta, tras el cultivo repetido en un medio de produccion con precursores de PHA como
unica fuente de carbono, en una cepa mcapaz de producir PHAs. La adaptacion de estas
bacterias en MMO, sugiere que al eliminar la ruta de B-oxidacién y al forzar su crecimiento en
un medio con una unica fuente de carbono y de precursores de PHAs, se seleccionan aquellas

que pierden la capacidad para acumular polimero.
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Figura 87. Microfotografias de SEM (a, cy €) y de TEM (b, d y I) de P. putida U (a y b), P. putida U AfadBA (cy
d), v P. putida U AfadBA PHA™ cuando se cultivan en MM suplementado con 4-hidroxifenilacetato (10 mM) y

octanoato (10 mM). Las barras indican un tamario de 1 um.

Ademas, el cultivo repetido de la cepa PpAfadBA en medio solido con octanoato (10

mM) vy 4-hidroxifenilacetato (10 mM), no condujo a la pérdida de su capacidad para
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superproducir PHAs. Estos datos indican que en presencia de una fuente de carbono adicional
que restaura el balance energético, los eventos que evitan el acaimulo de PHAs no se ponen de

manifiesto.

Las cepas adaptadas (PHA") no eran capaces de sintetizar PHA y tampoco recuperaban
dicha capacidad aunque se variasen las condiciones de cultivo. La alteraciéon que habian sufrido
era permanente y, por lo tanto, probablemente, dicha modificacion se habia fijado
genéticamente, es decir, se debia a la introducciéon de mutaciones en el genoma de PpAfadBA
que afectaban a la sintesis de PHAs. Puesto que el cluster pha contiene todos los elementos
necesarios y suficientes para la sintesis de PHAS, las mutaciones podrian haber tenido lugar en
estos genes (Sandoval et al., 2007). Por esta razon, el analisis de este c/uster era un buen punto

de partida para comenzar la busqueda de las mismas en el genoma de PpAfadBA.

6.3. Andilisis de las causas responsables de las diferencias de crecimiento

observadas. Cultivo en MM con butirato

La ausencia de un complejo FadBA que catalizara las reacciones enzimaticas
correspondientes para degradar el octanoato justificaria por si sola las dificultades que
presentaba la célula para crecer en MMO. Sin embargo, tal y como se apuntaba anteriormente,
esta deficiencia metabolica, podria tener un efecto, bien acumulativo o bien sinérgico, con las

alteraciones que originan una morfologia anormal cuando se acumulaban PHAs.

Para evaluar si esta morfologia contribuia a ralentizar el crecimiento, se sembraron las
cepas P. putida U, PpUAfadBA vy PpAfad BAPHA™ en una fuente de carbono cetogénica y
sustrato de la ruta de B-oxidacion, pero que no condujese al acimulo de polimero. E1 MM se
suplement6 con 20 mM de butirato (MMB), cuyo intermediario 3-hidroxibutiril-CoA no puede
ser utilizado por P. putida U como precursor para sintetizar PHA, ya que esta cepa no poseia ni
los genes phb para la sintesis de PHB, ni podia obtener el polimero mediante sintesis de novo
de acidos grasos (Garcia et al, 1999). P. putida U catabolizaria el butirato a través de la -
oxidacion, utilizando FadBA, mientras que PpUAfadBA 'y PpAfadBAPHA ™ lo harian a través
de la B-oxidacion II. Puesto que no se produce acimulo, las diferencias de crecimiento entre
las cepas, en caso de que las hubiera, no podrian ser atribuibles a cambios morfologicos, y sélo
podrian explicarse por el desequilibrio metabdlico impuesto por la delecion de los genes

fadBA.
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A pesar de que las cepas no podian sintetizar PHAs, las diferencias entre el crecimiento
de P. putida Uy de PpAfadBA se mantenian, por lo que el pobre crecimiento de esta tltima

parece ser debido a las consecuencias metabolicas derivadas de la delecion (Fig. 38).
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Figura 38. Curva de crecimiento de P. putida U (e), PpUAfadBA (o) y PpAfadBAPHA (V) en MM
suplementado con butirato 20 mM.

Por su parte, el cultivo de PpAfadBAPHA™ y PpAfadBA en MMB no arrojo diferencias
observables en el crecimiento de ambas cepas, mientras que cuando se cultivaron en MMO los
valores de crecimiento alcanzados por PpAfadBAPHA™ eran mas altos que aquellos alcanzados
por PpAfadBA (Fig. 35C). El distinto comportamiento de las cepas en estos medios suglere,
por un lado, que la B-oxidacion II es menos eficiente que la B-oxidacion I, especialmente en el
catabolismo de los dcidos grasos de cadena corta, como es el caso del butirato. Esta observacion
ya habia sido realizada en trabajos anteriores por Olivera y colaboradores (Olvera et al.,
2001a). Por otro lado, el acamulo de PHAs en PpAfadBA a partir de octanoato restaria
intermediarios acil-CoA derivados de la B-oxidacion utilizindolos como monoémeros, en lugar
de ser degradados y utilizados como fuente de crecimiento. Esta podria ser la causa del pobre
crecimiento observado en esta cepa cultivada en el medio de produccion, que es muy inferior al

observado cuando esa misma cepa se cultivé en un medio carente de precursores de PHAs.

En un experimento adicional, PpAfadBA se sembréo en MMB haciendo diez pases
sertados, del mismo modo que se hizo previamente en MMO. Se observo que, en ningin caso,
el mutante perdia la capacidad de sintetizar mcl-PHAs. Puesto que el butirato, al igual que el
octanoato, es un compuesto cetogénico, estos resultados sugieren que la aparicion de
mutaciones que afectan a la sintesis de PHAs, como las observadas cuando PpAfadBA se
cultiva en MMO, requiere que se den una serie de circunstancias al mismo tiempo, como son

la presencia de una B-oxidaciéon menos eficiente, el cultivo en un medio que contenga una
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molécula cetogénica como unica fuente de carbono, y que, ademas, se pueda producir a partir

de ella la sintesis y acumulacion de PHAs.

6.4. Identificaciéon de las secuencias mutadas en el cluster pha en los mutantes

PHA

Para determinar s1 existian secuencias mutadas en el cluster pha tras someter las cepas
PpAfadBA al estrés que suponia el acamulo de PHAs y, en caso de haberlas, identificar los
genes mutados y la naturaleza de las mutaciones producidas, se procedio a secuenciar las 6,3
Kb que componen este cluster en los mutantes espontineos obtenidos. La secuenciacién
comenzo 350 pb aguas arriba del comienzo de la agrupacion génica, puesto que podrian
haberse producido alteraciones en la region promotora que determina la expresion de PhaCl,

y que pudiesen ser el agente causal de la ausencia de sintesis de polimero.

Se llevaron a cabo cinco experimentos de adaptacion tal y como se describe en la figura
36. Se seleccionaron 22 colonias de PpAfadBA que no sintetizaban PHAs (aisladas a partir de
resiembras diarias llevadas a cabo durante 10 dias). Se amplificé mediante PCR la agrupacién
génica pha completa cuatro veces en cada una de las cepas estudiadas, de manera que se
pudieran descartar las mutaciones introducidas por la polimerasa durante la PCR. Para
minimizar los errores de copia que podria introducir la polimerasa en las PCRs, se utilizo una
combinaciéon de 7aq y Pfu polimerasas. Los distintos amplicones de cada una de las
amplificaciones sobre un mismo mutante fueron secuenciados para descartar posibles errores
de secuenciacion. En todos los casos, como control, se amplifico y secuencié una copia del

cluster de la cepa PpAfadBA s adaptar.

4U_CIintR 222intR
PphaS_ 5822 UphaC2 B4 Pol2f 233 shaba EMR 4p_hanz
CIBHI 582] CliXba  C25 UC2intF phaKT1Z o - BhaF33 Phaixba
", TATRRMRRNE, MR RRY, THR nwgie
phaC1 phaZ phaC2 phaD phaF phal

Figura 39. Representacion esquemdtica de la posicion que ocupan los oligonucledtidos empleados en la

secuenciacion del cluster pha de P. putida U.

La secuenciacion de los genes que componen el cluster se llevo a cabo utilizando los

sigutentes oligonucledtidos: Pphab, CIXba, CIBHI, 5B21, UCIntR, 5B22, 5B24, UphaC2,
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C23, UC2intF2, UC2intR2, Pol2F, phakF33, phaDa, KT17, phalXba, FMR, phak52 (Materiales
v Métodos, Tabla b).

T'ras la identificacién de un punto de mutacion, el fragmento de DNA que contenia la
secuencia alterada fue amplificado por PCR (hasta 10 reacciones diferentes por mutacion),

resecuenciandose los productos de amplificacion.

A la hora de abordar la basqueda de mutaciones, se partié6 de la premisa de que, de
haber ocurrido dentro del cluster pha, éstas se habrian introducido aleatoriamente y que se
encontrarian a lo largo de todos los genes que integran el Jocus. Sin  embargo,
sorprendentemente, todas las mutaciones se localizaron en el gen phaCl, que codifica la PhaCl
polimerasa. No se encontré ninguna mutaciéon en la secuencia del resto de genes del cluster en

ninguno de los mutantes analizados.

El andlisis de los puntos de mutaciéon en phaCl permitio establecer que se habian
producido 4 tipos de eventos (Tabla 8), todos los cuales provocaban un cambio de actividad en

la polimerasa:

Tabla 8. Mutaciones presentes en el gen phaCl de los mutantes PHA incapaces de acumular PHAs.

1 1225T
2 D232N (2)*

3 S254N (5)*

4 S2541

5 T343P (2)*

6 M369V

7 W376R (3)*

8 N419H

9 N419T

10 T432P (2)*

11 P552L

12 ESSTOP

13 L20STOP

14 Q116STOP (2)*

15 Y270STOP

16 W519STOP

17 W525STOP

18 L60STOP

19 5Aa 377-381
20 30Aa 328-358
21 84Aa 288-372
22 38Aa 410-448

*Entre paréntesis se indica el nimero de mutantes aislados que presentan la misma mutacion.
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En 11 mutantes, un nucledétido se habia reemplazado por otro (transiciones o
transversiones), lo que suponia un cambio de aminodcido en PhaCl. Algunos de los mutantes
presentaban afectado el mismo residuo aminoacidico, pero mediante su sustitucién por un
aminodcido diferente. Este es el caso de los mutantes 3 y 4, ambos afectados en la posicion 254
(en los que una serina cambia en los mutantes por una asparagina o una isoleucina). El mismo
fenomeno se observé en los mutantes 8 y 9 en la posicion 419, en los que se sustituye el
aminoacido asparagina por histdina (mutante 8) o por treonina (mutante 9). En los distintos
experimentos de adaptacion, se identificaron distintos mutantes que presentaban la misma
mutacion (el nimero de ellos se indica en la Tabla 4 entre paréntesis). Esto podria indicar una
pseudoaleatoriedad en el proceso de mutaciéon, posiblemente dirigido por la utilizacion

preferencial de codones por parte de la cepa P. putida U.

En 7 casos se habia generado un codén de fin. Dicha senal se produjo a lo largo de la
secuencia por distintos eventos. En el caso del mutante 12, por insercion de una A en la
posicion 9 de la secuencia nucleotidica, que origina un cambio en el marco de lectura y un
codén de terminacion TGA (octavo codon); en los mutantes 13 y 18 tuvieron lugar sendas
deleciones de un unico nucleétido, una G en posicion 57 y de una C en posicion 163
respectivamente, que provocan un cambio en el marco de lectura y la subsecuente formacion
de un codon de fin TGA; en los mutantes 14 (cambio del nucleotido C en posicion 346 por T,
originando un codén de fin TGA), 15 (mutacién en el nucle6tido C ubicado en la posicion 810
por A), 16 (cambio G en posicion 1557 por A) y 17 (sustitucion de la G que ocupa la posicion
1575 por A) se produjo un cambio de nucleotido que conducia a la formacién de un codon de

fin de la traduccion (Tabla 9).

Tabla 9. Proteinas truncadas por la presencia de un codén de fin en la proteina PhaCl.

PhaC1(Nativa) 559 MSN.....HER 62,31
PhaClmut.12 432 (128-559) MTE.....HER 47,75
PhaClmut.13 432 (128-559) MTE.....HER 47,75
PhaClmut.14 432 (128-559) MTE.....HER 47,75
PhaClmut.15 269 (1-269) MSN.....LST 30,36

267 (292-559) MLG.....HER 29,67
PhaClmut.16 518 (1-518) MSN....DSW 57,67
PhaClmut.17 524 (1-524) MSN....WQS 58,50
PhaClmut.18 432 (128-559) MTE.... HER 47,75

En 3 mutantes, se habia producido la delecion de 15, 90, y 252 nucleétidos, que darian

lugar a proteinas sin los correspondientes aminodcidos (mantienen el marco de lectura).
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Por dltimo, en un mutante habia tenido lugar una gran duplicacion de 114 nucleétidos

(equivalente a 38 aminoacidos), que mantenia el marco de lecura.

Al aslar distintas bacterias provenientes de un mismo parche se observdo que
presentaban mutaciones puntuales distintas en phaCl, como es el caso de colonias 3, 10 y 21.
Por ello, aunque muchas mutaciones puntuales podrian haber tenido lugar durante el mismo
proceso adaptativo, los pases sucesivos resultaron en la seleccion anicamente de aquellas
bacterias con mutaciones que comportaban un incremento de la tasa de crecimento de la cepa

asociado a una pérdida de la capacidad para sintetizar PHAs.

El estudio de las cinéticas de crecimiento llevadas a cabo en MMO con P. putida U,
PpAfadBA y PpAfadBA PHA™ demostro que los mutantes PHA', al estar liberados del estrés

metabolico producido por el acimulo intracelular de PHAs respecto a la cepa PpAfadBA,
mostraban una cinética de crecimiento mas rapida. Por otro lado, al no derivar intermediarios
hacia la sintesis de PHAs, estos podrian ser utilizados plenamente por la B-oxidaciéon 11,
proporcionando, en dltima instancia, energia, poder reductor y carbono para el crecimiento.
Ademais, P. putida U atn posee la B-oxidacion I, permitiendo una mejor utilizacion metabolica
de la fuente de carbono que los mutantes y, por lo tanto, alcanzando un mayor crecimiento.
Por otro lado, hay que tener en cuenta que el acaimulo de PHAs en P. putida U aumenta el

tamano de las células, lo que incrementa el valor de absorbancia a 540 nm (Fig. 35C).

El comportamiento de las cepas en los cultivos realizados, pone de relieve que la
pérdida de la capacidad para acumular PHAs, que bien podria estar asociada a las mutaciones

observadas en PhaCl, supone una ventaja metabolica para los mutantes.

6.5. Andalisis funcional de las proteinas mutadas: restauracion de la capacidad

para sintetizar PHAs

Hasta el momento, se han detectado una serie de mutaciones en el gen phaCl de cepas
PpAfadBA cuyas poblaciones, tras un proceso de adaptacion en MMO, habian perdido su
capacidad para acumular polimero plastico. El siguiente paso consistié en evaluar si las
polimerasas PhaCl mutantes eran funcionales y la posible relacion entre estas mutaciones y la

mcapacidad para producir PHAs.

Para ello, se elaboré un diseno experimental segiin el cual se expresarian cada uno de

los genes phaCl con mutaciones tanto en las cepas mutantes PHA™ como en una cepa que
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permitiese evaluar la funcionalidad sin que ésta se pudiera ver alterada por otros elementos
genéticos implicados en la ruta de sintesis de PHAs (PpApha) (Sandoval et al, 2007). Como
control del experimento, se expresaria un gen phaCl que mantuviese la integridad genética (sin

mutaciones).
6.5.1. Expresion de phaCl, pbaCl* y phaCZ2en las cepas mutantes PHA"

Con el fin de estudiar la funcionalidad de las diferentes PhaCl, se procedio, en primer,
lugar a transformar cada uno de los distintos mutantes PHA™ con una construccion genética en
la que se habia clonado el gen phaCl silvestre de P. putida U. Para ello, se amplificé por PCR
el gen phaCl con los oligonucleotidos CIBHI y CIXba, tal y como en su momento hicieron

Sandoval y colaboradores.

La amplificacion de 1,68 Kb obtenida se clono en el plasmido pTZ57R/T. Una vez
comprobada la itegridad genética mediante secuenciacion, se cloné este fragmento de DNA
con cortes Apal/Xbal en el plaismido pBBRIMCS-3 (pMC). La cepa E. colif DH10B que
contenia esta construccion se utilizé como donadora en las conjugaciones triparentales que se
realizaron para mtroducir el plismido en cada uno de los mutantes PHA™ (receptoras). Se

obtuvieron asi cepas recombinantes (P. putida Afad BAPHA pMCphaCl, a las que nos

referiremos como PpAfadBAPHA pPMCphaCl) que se seleccionaron por la adquisicion de
resistencia a tetraciclina en placas de MM suplementadas con 4-hidroxifenilacetato, Rf y Tec.
Todas estas bacterias recuperaron la capacidad para sintetizar bioplastico, lo que sugeria que
una copia sin modificaciones de la polimerasa PhaCl era suficiente para que tuviese lugar la

sintesis de PHAs (Fig. 40).

Figura 40. Micrografias de SEM (a) y TEM (b) realizadas a la cepa P. putida U AfadBAPHA™ pMCphaCl
cultivada en MM que contenia como fuente de carbono y monémeros 4-hidroxifenilacetato (10 mM) y octanoato

(10 mM).
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Se repitio el mismo procedimiento para clonar en el plasmido pMC copias de phaCl
mutadas (phaCl*). Cuando los mutantes correspondientes se transformaban con la

construccion que contenia la copia de phaCl mutada, ninguno de ellos era capaz de acumular

PHAs (Fig.41 y 42b).

Figura 41. Placa de Petri de MM solido suplementado con 4-hidroxifenilacetato (10 mM) y octanoato (10 mM). Se
observa el aspecto que adquieren las cepas sembradas en medio solido de produccion. 1) P. putida U
AfadBAPHA™ pMC, 2) P. putida U AfadBAPHA', 3) P. putida U AfadBAPHA™ pMCphaCl, 4) P. putida U
AfadBAPHA  pMCphaCl .

La secuenciacion del cluster pha de los mutantes PHA™ adaptados en MMO indicaba
que el unico gen afectado por mutaciones era phaCl. Por tanto, la copia del gen phaCZ se
encontraba mtacta y, sin embargo, no se detectaba polimero alguno en las cepas PHA™. Con el
fin de recabar mas datos para explicar por qué si existia una copia intacta del gen phaCZ2, y por
tanto se podria expresar una polimerasa funcional PhaC2, no se producia sintesis de polimero,
se expreso el gen de esta polimerasa de forma constitutiva desde el plasmido pMC en los

mutantes PHA ™ y se observo si eran capaces de acumular plastico.

Para ello se sigui6 el mismo proceso empleado para clonar la polimerasa 1. Se amplifico
por PCR el gen phaC?2 de P. putida U con los oligonucleotidos C23 y C25 (Materiales y
Meétodos, Tabla 5) (Arias et al., 2008):

Kl producto de la amplificacion se cloné en el plasmido pTZ57R/T y posteriormente se
subclono en el plismido pBBRIMCS-3 utilizando las dianas de restriccion Apal/Xbal
obteniéndose la construccion pMCphaC2. Tras la obtencion del clon deseado, se secuenci6 el
plasmido para comprobar la integridad genética del fragmento a expresar. A continuacion, se
mtrodujo esta construccion pMCphaC2 en los mutantes PHA', llevando a cabo para ello la

correspondiente conjugacion triparental.
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Los transconjugantes PpUAfad BAPHA pMCphaC2 obtenidos se cultivaron en medios
de produccion con diferentes fuentes de carbono y precursores monoméricos: MMO y MM
suplementado con 4-hidroxifenilacetato (10 mM) y con S-fenilvalerato (10 mM), 6-
fenilhexanoato (10 mM) o 7-fenilheptanoato (10 mM). Se observo, mediante inspeccion directa
al microscopio o6ptico, que los transconjugantes no acumulaban PHAs en ninguno de los
medios. Este hecho era ciertamente extrano, ya que estudios previos habian demostrado que la
expresion en trans de phaC2en P. putida U a la que se le habia delecionado el cluster pha, era
capaz de acumular PHAs, especialmente cuando se cultivaba en medios que contenian dcidos
grasos de cadena mmpar (Arias et al, 2008). Estos datos demostraban que la expresion de
PhaC2 era suficiente para llevar a cabo la acumulacion de polimero, al igual que pasaba con
PhaCl (Anas et al, 2008). En este caso, quizis otros elementos estaban interfiriendo en el
proceso de polimerizacion. Por ello, se optd por continuar el desarrollo experimental
expresando la proteina PhaCl, tanto la version mutada como la silvestre, y la PhaC2 en la cepa
P. putida UApha (en adelante PpApha), en la que no podrian interferir otros elementos

genéticos del cluster pha al carecer de ellos.

6.5.2. Expresién en trans de phaCl, phaCI* y phaC2en P. putida U Apha

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion con el proposito de
esclarecer la funcion de las proteinas implicadas en la sintesis de mcl-PHAs en P. putida U,
habian demostrado que la expresion de phaCl en trans en PpApha era suficiente para restaurar
la sintesis de PHAs (Sandoval et al, 2007). Se utilizé esta cepa, que no disponia de ninguno de
los elementos genéticos del cluster pha, para comprobar si las polimerasas con mutaciones
habian perdido su funcionalidad, tal y como parecia indicar su expresion en trans en los

propios mutantes.

La introduccion, mediante un rating triparental, en el mutante PpUApha, de los
plasmidos que contenian las copias mutantes de phaCl (leezCI*) di6 lugar a recombinantes,
seleccionados por su resistencia a tetraciclina. Estas cepas recombinantes se sembraron en
medios de producciéon, tanto MMO como MM suplementado con 4-hidroxifenilacetato (10
mM) y 7-fenilheptanoato (10 mM). Este ilimo medio genera un mayor acamulo de PHAs por
parte de P. putida U y sus mutantes superproductores, por lo que, de producirse sintesis de
polimero, serfa mas facilmente detectable. Todos los transconjugantes ensayados eran

igualmente ncapaces de acumular PHAs en estos medios. El unico recombinante capaz de
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acumular PHASs era el control que habia sido transformado con una construccion que contenia

la phaCl obtenida de la cepa silvestre (P. putida U) (Fig. 42 ay b).

Por otra parte, cuando se transformaba PpUApha con la construccion pMCphaCZ, el
transconjugante obtenido si era capaz de acumular PHAs (Fig. 42), aunque la cantidad
acumulada era menor que la obtenida con la cepa PpUAphapMCphaCl en las mismas

condiciones, tal y como ya habia sido demostrado por Arias y colaboradores (Fig. 42) (Arnas et
al., 2008).

Figura 42. Micrografias de microscopia electronica de transmision. Cepas de a) P. putida AphapMCphaCl, b) P.
putida AphapMCphaCT', ¢) P putida AphapMCphaC2, y d) P putida AphapMCphaC1 phaC?2 cultivadas en MM
octanoato 20 mM. El gen phaCI™ se corresponde con el gen phaCl mutado amplificado del mutante PHA”
numero 1. Resultados similares se obtuvieron con las cepas expresando las otras versiones mutadas de los genes

phaCl obtenidos del resto de los mutantes. Las barras indicadas en cada microfotografia representan 1 um.
6.5.3. Coexpresién en trans de PhaCl™ y PhaC2 en PoUApha

Los resultados de los experimentos llevados a cabo hasta el momento revelaban que la
expresion de las polimerasas mutadas nunca conducia a la sintesis de PHAs en ninguna de las
cepas en las que se habian clonado, mientras que la expresion de phaCZ2 no conducia al
acimulo de PHAs en los mutantes PHA™. Sin embargo, la expresion de este gen phaCZ2 en
PpUApha si condujo a la produccion de PHAs en esta cepa. La unica diferencia entre los
diferentes transconjugantes productores y no productores era que en los primeros no se

. * . ’ 3 ~ s
encontraba presente ninguna PhaCl mientras que en los segundos si. Por ello, se disené una
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., . . * L.
construccion a partir de la que se expresasen conjuntamente PhaCl y PhaC2 desde un tnico
promotor constitutivo, para analizar asi si se acumulaba plastico, tal y como sucedia cuando se
expresaba unicamente phaC2en PpUApha, o s1 por el contrario, no tenia lugar, como sucedia

cuando se expresaba PhaC2 en los mutantes que contenian una copia de PhaC1” (mutada).

Para obtener la construccién, se partié de los plasmidos pMCpbaCJ* (el mutante 1 que
presenta el evento 1225T) y pMCphaC2. Los genes pbaCJ* y phaCZ2 se liberaron del plasmido
correspondiente mediante digestiones Kpnl/Apal y Apal/Sacl respectivamente. Los fragmentos
de DNA, asi digeridos y purificados, se ligaron conjuntamente en un plasmido pBBR1IMCS-3
digerido en las dianas de restriccion Kpnl/Sacl dando lugar a la construccion
pPMCphaCl”* phaCZ2. 'T'ras transformar la cepa E. coli DH10B, las colonias que se obtuvieron
de la transformacion con esta ligacién eran resistentes a tetraciclina, el marcador de resistencia
presente en el plismido pMC en el que se encuentran dispuestas phaCl y phaC2 por este
orden, tal v como se indica en la figura 43. La integridad de la construccion en los

transformantes fue verificada mediante su secuenciacion.

A

pMCphaC1* pMCphaC2

Digestién con
enzimas de restriccion

Kpnl Apal Apal Sacl
-1 (== Kol Apal sact

+ Ligacion —_—
*
pMCphaC1*phaC2
Kpnl Sacl
B PhaCl* © M 8 N XK N N DELGQURGGONA
1 GCTTGTCACAGGATCCGGTACTCGTCTCAGGACAACGGAGCGTCGTAGATGAGTAACAAGAACAACGATGAGCTGCAGCGGCAGGCCT
5 U R 250 L9 Y ITETHEERTEDS TR ESETYES CAYROVAEIEDDDDDETETY A RNUYELELRILE B

151 CGGAAAACACCCTGGGGCTGAACCCGGTCATCGGCATTCGCCGCAAGGACCTGTTGAGCTCGGCACGCACCGTGCTGCGCCAGGCCGTGCGCCAACCGCTGCACAGCGCAAAGCATGTGGCCCACTTTGGCCTGGAGCTGAAAAAC »+»

5 0P 5 XN TP RIZIF. BT X BT PREES XA S350 8.8 03 7 2.9 % WENELE I B EKQsr
751 ATGCCCGCCCGCTGCTGGTGGTGCCACCGCAGACCAACAAGTTCTACGTGTTCGACCTGAGCCCGH GAGCCTGGCACGCTACTGCCTGCGCTCGCAGCAGCAAACCTTCATCATCAGCTGGCGCAACCCGACCAAGGCCCAG -+

AP 5 ¥R B9 Q8% S5 3 EREALASGELEEL P TR LGS 2.AT AALSELALDY) ST T VYVYERLE

1651 ATGCCGACTCCTGGTGGCTGCACTGGCAGAGCTGGCTGAGCGAACGTGCCGGGGAGCTGAAAAAAGCGCCAACCCGCCTGGGCAACCGCGCTTATGCCGCTGGCGAAGCCGCACCAGGCACCTACGTTCACGAGCGCTGAGTTGCGTTGC

1801 CGTGGCCGCCATGAGCGCCACGGCACTTTTTTCTAGACAGAGTCGAACGC

PhaC2 = xrERPELSE.GSTE®TLP AT S HEVIdENAITITLGLEREERD LY BT LR B
1951 cgCGGGAATTC TGCCATGACAGAAAAACCGGGCAAAGGAACGAAAACGCTTCCCGCCACCAGCATGAACGTGCAGAACGCCATACTCGGCCTACGCGGGCGCGACCTGGTGTCGACCCTGCGCAGG »»+

T VLT R

B K OB 5 ¥FEe¥® LG DPADN ST T R
CAGGCACCTATGTCCTGACCCGATGAGCCCTACGAC AGACCCGCGACCGTATCCTCGAATGCGCC g

T E
3601 ACCGAGCTGGGCAACAGTACCTATCCACCGCTCGGCCCGGCGL!

3751 atatgggagagctccaatcgcce

Figura 43. A) Representacion grafica del procedimiento seguido para clonar phaCl”y phaC2en el plasmido pMC.

B) Secuencia y disposicion de los genes en la construcciéon, con la mutacion puntual destacada.
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La construcciéon pMCpllaC]*pllaCQ se mtrodujo mediante un mating triparental en la
cepa receptora PpUApha, obteniendose asi los transconjugantes PpUApha pMCphaCl phaC2,
seleccionados por su resistencia a rifampicina y tetracichna. Dichos transconjugantes se
cultivaron en medio de produccion de PHAs (MMO -20 mM- y MM 4-hidroxifenilacetato -10

mM- suplementado con 7-fenilheptanoato -10 mM-). En ningin caso se observé el acamulo de

PHASs, a pesar de que todos ellos contenian copias funcionales de la polimerasa PhaC2.

A la luz de estos datos, cabe concluir que la capacidad para sintetizar PHA sélo podria
recuperarse con la presencia de una PhaCl funcional, y la expresiéon heterdloga de una
polimerasa PhaC2 no revertiria, por lo tanto, el efecto de las mutaciones mactivantes de phaCl.
Estas afirmaciones concuerdan con las observaciones realizadas de que ningun mutante PHA"
era capaz de sintetizar PHAs, a pesar del hecho de que todos ellos portan una PhaC2
funcional. Ademds, en los transconjugantes PpUAphapMCphaCl phaC2, la expresion
constitutiva de los genes que codifican PhaCl™ y PhaC2 desde el promotor del plismido no
conduce al acimulo de plastico. Por tanto, podemos concluir la absoluta necesidad de una

PhaCl funcional para que se acumule polimero en estas cepas.

Los resultados obtenidos se podrian explicar argumentando una posible mnteraccion
PhaC1-PhaC2. Estudios previos indican que la polimerasa, en su forma activa, presenta una
estructura dimérica, en la que la mteraccion entre dos polimerasas es necesaria para que tenga
lugar la catilisis y la subsecuente polimerizacion (Jia et al, 2001). De este modo, los
heterodimeros PhaCl-PhaC2 darian lugar a la sintesis de PHAs en la cepa silvestre. En los
mutantes PHA’, las distintas mutaciones puntuales darian lugar a PhaCl alteradas, funcional o

estructuralmente, por lo que los dimeros serian mactivos.

Un mecanismo similar al propuesto para P. putida U se ha descrito en Rhodospirillum
rubrum, que cuenta con tres PHA polimerasas distintas que forman complejos
heterodiméricos. Los distintos complejos formados por la combinacion de las distintas

polimerasas dan lugar a catdlisis mas eficientes que los homodimeros (Jin y Nikolau, 2012).

Estas posibilidades se analizaran en el siguiente apartado mediante la utilizacion de

herramientas bioinformaticas.
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6.6. Andlisis estructural in sifico de las mutaciones de PhaCl y de una posible
interaccién proteina-proteina entre PhaCl y PhaC2

La estructura cristalina de las polimerasas PhaCl y PhaC2 de P. putida ain no ha sido
resuelta, por lo que se desconoce su configuracion tridimensional. Sin embargo, si existen
herramientas bioinformaticas capaces de elaborar modelos estructurales hipotéticos fiables
basados en homologias de secuencias. Para ello, estos programas parten de la secuencia de las
proteinas objeto del modelado y se basan en su similitud con otras proteinas cuya estructura ya
se conoce. Una de estas herramientas es el servidor Phyre2, con el que se modelé parte de la
estructura tridimensional de las polimerasas partiendo de la homologia de su secuencia con la
de varias hidrolasas (Kelley y Sternberg, 2009; Kelley et al, 2015). De este modo, PhaCl y
PhaC2 mostraron una similitud significativa con la lipasa gastrica humana y con una hipotética
esterasa de Sulfolobus solfataricus, respectivamente. lLos residuos 201-5630 de ambas
polimerasas se pudieron modelar con una confianza superior al 90%. Sin embargo, la falta de
proteinas homologas en la base de datos impidioé que se pudiera obtener una prediccion de la
estructura que adquieren los residuos adyacentes (1-200 y 530-550). Los modelos obtenidos
presentaban un plegamiento del tipo o/f hidrolasa cubierto por una tapa (residuos 330-425)
que cubria la hipotética triada catalitica. Dicho centro activo estaria compuesto por los
aminoacidos Cys296-Asp4s1-His479 en PhaCl, y por Cys296-Asp45H2-His480 en PhaC2. La
disposicion de la tapa o cubierta es similar a la que se encuentra en varias lipasas (Grochulski et
al., 1993; Nardini et al., 2000; Olhs et al., 1992; Willems et al., 2017) y, al igual que en estas,
podria desempenar un papel importante durante el proceso de catilisis. Se han propuesto
mecanismos de interaccion similares entre las tapas de otras o/p hidrolasas diméricas, como es
el caso de la epoxido hidrolasa de Aspergillus niger (Zou et al., 2000), el dominio tioesterasa de
la poliquétido sintasa de eritromicina de Saccharopolyspora erythraca (T'sa et al., 2001), la
picromicina tioesterasa de Streptomyces venezuelae (Giraldes et al., 2006) y la tautomicetina

tioesterasa de Streptomyces sp. CK4412 (Scaglione et al., 2010).
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Figura 44. Modelo de la proteina PhaCl obtenido mediante modelado por homologia utilizando como patrén la
lipasa gastrica humana. La tapa (residuos 330-425) se muestra en verde, y los residuos cataliticos Cys296 (rojo),
Asp4d1 (naranja) y His479 (azul) en representacion de barras (A). Representacion de van der Waals de PhaCl

con la disposicion en la que se encontrarian las mutaciones puntuales (rojo) (B). Figuras obtenidas con Jmol 14.2.

Como se muestra en la figura 44, la mayoria de los residuos de las mutaciones
mactivantes de PhaCl se sitGan en la propia tapa o bien en sus proximidades. Por ello, los
cambios de unos residuos aminoacidicos por otros, producidos como consecuencia de las
mutaciones, podrian interferir en el proceso de apertura de la tapa, que es imprescindible para

que el sitio catalitico quede accesible al sustrato y que tenga lugar la catdlisis.

La hipotesis de una posible interaccion entre los modelos estructurales de PhaCl y
PhaC2, apuntada en el apartado anterior, se estudié con el algoritmo de prediccion de
mteraccion proteica ZDOCK (Pierce ef al., 2014). La figura 45 muestra la superposicion de los
cinco mejores complejos heterodiméricos obtenidos mediante esta herramienta, utilizando
PhaC2 como referencia. A tenor de la disposicion que podrian tomar las estructuras de las
polimerasas para formar el complejo, la interaccion tendria lugar a través de las regiones de las
tapas expuestas hacia el solvente, puesto que la mayoria de las interacciones de van der Waals

que se podrian establecer utilizan dtomos que pertenecen a estos fragmentos.
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Figura 45. Representacion de los cinco mejores complejos PhaCl-PhaC2 superpuestos mediante prediccion
realizada con ZDOCK, tomando PhaC2 como receptor. (A) Las moléculas de PhaCl se muestran en cian,
amarillo, verde, naranja y magenta; el nucleo o/f hidrolasa de PhaC2 se muestra en gris y su tapa en rojo. (B) Dos
vistas de la representacion de van der Waals de los complejos superpuestos. Los nucleos de la hidrolasa se

muestran en blanco (PhaCl) y gris (PhaC2), y las tapas en amarillo (PhaCl) y rojo (PhaC2).

Seguin nuestro modelo, el dimero hipotético se formaria por una interaccion proteina-
proteina entre las tapas de ambas polimerasas. Los centros activos quedarian cubiertos por las
tapas, y las enzimas en este estado se mantendrian mactivas. Cuando una senal de activacion
alcanzase el complejo, por ejemplo los derivados 3-hidroxiacil-CoA, los monomeros se
separarian y las tapas permitirian el acceso de los sustratos al centro activo, en un proceso

similar al descrito en las lipasas (Peters et al., 1997) (Fig. 46).

PhaC2

W Tapa Phac2

1-200

Phat1 = Centro activo

530-558

FhaC1

Sefial de
activacién

PhaC1
+
PhaC2

Figura 46. Representacion esquematica del modelo propuesto para la catalisis de PhaC1-PhaC2.
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De acuerdo con esta hipotesis, los dimeros que se formen entre las proteinas mutadas
de PhaCl y PhaC2 serian complejos abortivos incapaces de producir PHAs. Las mutaciones, al
encontrarse en la tapa o en sus proximidades, impedirian la disociacion de los complejos
mactivos y su posterior activacion, evitando que se lleve a cabo la sintesis de polimero. Las
proteinas truncadas carecerian de los extremos N-terminal o C-terminal que podrian estar
mmplicados en la recepcion de la senal, mientras en el resto de los mutantes (tanto con
mutaciones puntuales como con fragmentos delecionados) las zonas de la tapa o adyacentes
estarian afectadas, posiblemente impidiendo la transmision de la senal de activacion que

permite que tenga lugar el paso de disociacion-activacion.

Finalmente, puesto que las secuencias de PhaCl y PhaC2 tienen una similitud del 70%,
se valoré la posibilidad de que se formasen homodimeros PhaCl-PhaCl y PhaC2-PhaC2 y se
observo que la formaciéon de ambos complejos seria posible, de igual modo, a través de
mteracciones tapa-tapa. Sin embargo, de acuerdo a la hipotesis planteada, desde el punto de
vista fisiologico, los heterodimeros prevalecerian con respecto a los homodimeros, ya que de lo
contrario PhaC2 seria capaz de reemplazar a PhaCl en la formaciéon de complejos activos.
Tampoco puede descartarse un posible efecto estabilizador de los heterodimeros con las

fasinas u otras proteinas aiin no identificadas.
6.7. El proceso de adaptaciéon: una visién de conjunto

Los resultados obtenidos en los experimentos expuestos, ofrecen una vision global y
una explicacion de los fenomenos que ocurren cuando tiene lugar la adaptacion. Durante este
proceso, el mutante PpAfadBA se vio forzado a crecer en MMO, siendo el octanoato la tinica
fuente de carbono disponible y actuando también como precursor de los PHAs. Teniendo en
cuenta que este mutante tiene delecionados los genes que codifican la B-oxidacion, y que esta
ruta es la utilizada para degradar el octanoato, se produce una seleccion adaptativa. Se
seleccionan aquellas bacterias que reconducen el flujo de octanoato (realmente octanoil-CoA)
hacia una B-oxidaciéon 11, es decir, en aras de la supervivencia celular, aquellas enzimas que
catalizan actividades enzimaticas similares a las que realiza FadBA llevarian a cabo el
catabolismo del octanoil-CoA. En E. colr se han caracterizado los genes responsables (fadJl) de
una segunda B-oxidacién anaerdbica que se activa en ausencia de la B-oxidacion aerobica
codificada en los genes fadBA (Campbell ef al., 2003). La existencia de crecimiento indica que
las bacterias estin utilizando metabolicamente el octanoato, por lo que se formarian

mtermediarios metabolicos (3-hidroxiacil derivados) que podrian ser incorporados como
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PHAs. Ante esta situacion de estrés metabolico, la célula que deje de producir PHAs vera
favorecido su crecimiento, ya que los acil-CoAs generados no se dirigirin hacia la sintesis de
polimero, sino tnicamente hacia la obtencion de energia y poder reductor. Las mutaciones que
mactivan PhaCl proporcionan el escenario favorable que evita el acaimulo de biopolimero, y
un mayor fluyjo de intermediarios hacia la degradacion del octanoato a través de la B-oxidacion

11 (Fig. 47).

En la poblacién nicial del mutante PpAfadBA se podrian producir, aleatoriamente,
muchas mutaciones, y sin lugar a dudas, éstas también se encontrarian en el resto de los genes
del cluster pha. Sin embargo, solo se seleccionaran aquellos mutantes cuyas mutaciones

comporten ausencia de acamulo de PHAs, siendo éstas las que tienen lugar en el gen phaCl.

El origen de estas mutaciones es motivo de controversia en el seno de la comunidad
cientifica. De un lado, se posicionan quienes postulan que las mutaciones se introducen de
forma aleatoria en el proceso de replicacion, con mdependencia del estrés ambiental. En
nuestro caso, este sector argumentaria que las mutaciones ya se encuentran presentes en alguna
de las células de la poblacion nicial que se utiliza como inéculo para su siembra en octanoato,
que no se producen como consecuencia de la presion selectiva que supone el crecimiento en
esta fuente de carbono, y que a través de los pases sucesivos se incrementaria su proporcion
dada su mejor adaptacion al medio, tal y como propone la Teoria Smtética de la Evolucion

(Hershberg, 2015; Maisnier-Patin y Roth, 2015; Roth er al., 2006).

Por otro lado, otros grupos de investigacion defienden la mutagénesis adaptativa como
agente causal de este tipo de mutaciones. Estas serfan introducidas, en este caso, por distintos
tipos de sistemas de respuesta a estrés una vez que las bacterias se encuentran en un medio
donde su crecimiento se muestra comprometido, siendo éste un mecanismo util para
mcrementar la variabilidad de la poblacion y lograr su supervivencia (Foster, 2007; Galhardo et
al., 2007; Maclean et al,, 2013; Wright, 2004). Entre los principales mecanismos moleculares
que incrementarian la tasa mutagénica estarian la respuesta SOS y la respuesta general a estrés
(a través del regulador transcripcional RpoS). En E. coli, en ambos mecanismos el incremento
de la expresion de la polimerasa IV (llamada PollV o DinB) implicaria mayor procesividad de
las polimerasas para reparar las posibles roturas en la hebra de DNA, pero menor correccion
de errores y, por tanto, mayor tasa mutagénica (Foster, 2007; Shee et al, 2011). Otras
polimerasa de baja fidelidad de copia también intervendrian en el caso de la respuesta a estrés

mediada por RpoS (Frisch et al, 2010). Ademds, se ha sugerido que la mutagénesis puede
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producirse de forma independiente a la replicacion celular a través de un mecanismo de
retromutagénesis. Segun este modelo, las lesiones en el DNA originan mutaciones en el
proceso de transcripcion (mutagenesis transcripcional), generando proteinas mutantes que
permitirian escapar a la presion selectiva. Se origina asi una célula capaz de dividirse, y es en
ese proceso de replicacion en el que la DNA polimerasa itroduciria el mismo error de copia

que la RNA polimerasa, fijando la mutacion adaptativa (Morreall er al, 2015).

Independientemente del origen y del momento en el que se produzcan las mutaciones,
en el proceso de adaptacién presentado en esta tesis doctoral, no acumular PHASs supone una
ventaja adaptativa, por lo que se seleccionan las bacterias que incorporan esas mutaciones, que

al crecer mas rapidamente desplazarin al resto de la poblaciéon que mantenga la capacidad de

sintetizar biopolimero.
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Figura 47. Representacion esquematica del fluyjo metabélico que tiene lugar durante el proceso de adaptacion. Los
intermediarios acil-CoA son reconducidos hacia una B-oxidacion II y, como consecuencia de las mutaciones

presentes en PhaCl, no se produce acimulo de PHAs.
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La bibliografia existente recoge numerosos trabajos en los que distintas bacterias,
mcapaces de crecer en una fuente de carbono para la que no poseen la ruta catabolica
correspondiente, se adaptan y acaban creciendo tras un largo periodo de anicion (Doten y
Mortlock, 1984; Hegeman y Rosenberg, 1970; Lerner et al, 1964; Olvera et al, 2001a;
Wright, 2004). Este fenémeno se debe a que estas bacterias disponen de la capacidad para
degradar compuestos estructuralmente parecidos, y el acimulo de una o varias mutaciones
puntuales permiten a las enzimas codificadas en estos genes utilizar y degradar eficientemente
compuestos similares, permitiendo la supervivencia de la bacteria. Es probable que ocurra lo
mismo cuando, al cabo de un largo periodo de tiempo, PpAfadBA comienza a crecer en

octanoato, degradando este compuesto a través de una B-oxidacion II, es decir, a través de

enzimas con actividades similares a las que lleva a cabo el complejo FadBA.

Se han documentado numerosos ejemplos de fenémenos adaptativos en los que una
presion selectiva conduce a la fijacion de mutaciones puntuales en una poblacion, lo que
permite la supervivencia celular o incrementa su tasa de crecimiento (Notley-McRobb y
Ferenci, 1999). Uno de los que ha alcanzado mayor relevancia e impacto es el incremento de la
resistencia a antibidticos que estan adquiriendo numerosas especies bacterianas, y que
constituye un mmportante problema de salud global (Van den Bergh er al, 2016). Dicha
resistencia es adquirida como consecuencia de distintas mutaciones puntuales que impiden, de
un modo u otro, la inhibicion del crecimiento por parte del antibiotico (Fernandez y Hancock,
2012). En algunos casos, las mutaciones puntuales disminuyen el nimero de porias por las
que el antibiotico tendria acceso a la célula; en otros se incrementa la expresion de los
transportadores de membrana que bombean el antibidtico al exterior celular (Fernandez y
Hancock, 2012); o tienen lugar mutaciones puntuales en la diana del antibiotico que impiden la
unién del mismo pero que aun permiten la funcion de la proteina diana (Blair et al, 2015;
Kumar er al, 2014). Estas mutaciones se imponen cuando las células son expuestas a
concentraciones de dichos antibiéticos que disminuyen la tasa de crecimiento celular (Blair et
al, 2015). En este caso, al igual que ocurre con PhaCl, las mutaciones favorecen el
crecimiento, por lo que las células que las incorporan se multiplican mas rapidamente y
dominan la poblacion. Baym y colaboradores han llevado a cabo un disenio experimental en el
que se aprecia claramente como los mutantes que adquieren resistencia al antibidtico se
propagan y seleccionan a lo largo de una placa de agar con concentraciones crecientes de

antibidtico, dominando finalmente la poblacion (Baym er al, 2016). Esta situacion podria ser
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similar a la que ocurre con los pases seriados de los mutantes PHA™ en MMO, en los que éstos

desplazan a PpAfadBA, gracias a una mayor tasa de crecimiento.

En resumen, los experimentos llevados a cabo en esta tesis ponen de relieve el estrés
metabolico que supone para la cepa PpAfadBA el acimulo de PHASs, y que motiva la seleccion
adaptativa por mutagénesis para superarlo. Las mutaciones detectadas en phaCl senalan el

papel crucial de esta enzima, y también sugieren una probable mteraccion PhaCl-PhaC2.

7. Expresion del cluster pha en E. coli

Una de las aproximaciones para la produccion de grandes cantidades de polimero que
se ha llevado a cabo de forma recurrente en nuestro campo de estudio es la utilizacion de la
bacteria F. coli. Por su condicion de microorganismo modelo, del que se tiene un amplio
conocimiento de su fisiologia y su genética, y el extraordinario papel que ha desempenado en la
producciéon de otros metabolitos y compuestos a nivel industrial, la obtencion de un mutante
superproductor de PHAs seria muy interesante. Sin embargo, si bien se ha logrado una
producciéon notable de scl-PHAs en esta bacteria, el rendimiento alcanzado en la produccion
de mcl-PHAS es relativamente bajo, como maximo un 25% del peso seco, que dista mucho de

lo que seria deseable para una cepa de uso industrial.

Por ello, nuestro grupo de mvestigacion se planteé la posibilidad de utilizar el
conocimiento y las construcciones genéticas obtenidas a lo largo de los anos con el acervo

genético de P. putida U, para obtener una cepa de F. coli productora de PHAs.
7.1. Expresién del cluster pha en E. coi DH10B

Sandoval y colaboradores demostraron que el cluster pha contiene todos los elementos
necesarios para la sintesis de PHA en P. putida U (Sandoval et al., 2007). Por ello, su expresion

en L. coli pudiera conducir al acimulo de polimero plastico en esta bacteria.

Para evaluar esta hipotesis, se utilizo la cepa FE. coli pK18pha que se habia utilizado
como donadora en el apartado 3.2, y que contiene una construccion genética consistente en el
cluster pha integro de P. putida U clonado en el plasmido pK18::mob (construccion pK18pha)
(Garcia et al., 2004). Esta construccion habia sido obtenida en trabajos anteriores en nuestro

laboratorio.
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Teniendo en cuenta el fondo genético de la cepa . coli DH10B (presenta auxotrofias
para varios aminoacidos), se disenaron distintos medios de cultivo que pudiesen contener todos
los elementos necesarios para la produccion exitosa del bioplastico. Los medios fueron los

sigulentes:

Medio A: MM + aminodcidos obtenidos por hidrolizado de caseina (19, p/v) + extracto

de levadura (0,059 p/v) + glucosa (1%, p/v).
Medio B: Medio A + octanoato 10 mM.
Medio C: Medio A + aceite de soja (1%, v/v).
Medio D: Medio A + aceite de soja (0,2%, v/v).

Se sembro E. coli pK18pha en los medios indicados y se hizo seguimiento del
crecimiento midiendo la absorbancia a 540 nm. Paralelamente, se realizaron preparaciones

para observar al microscopio 6ptico la presencia o ausencia de PHAs.
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0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 48. Curvas de crecimiento de E. coli pK18pha en distintos medios: A (@), B (0), C (V¥), D (A).

En el medio A no se produjo acimulo de PHAs. Es probable que la ruta de biosintesis
de novo de acidos grasos a través de la que se podria acumular el polimero no esté completa.
Seria necesaria la actividad de una 3-cetoacil-ACP reductasa (FabG o similar) mediante la que
se pudiese conectar la sintesis de novo de dacidos grasos con la sintesis de PHAs,
proporcionando intermediarios R-3-hidroxiacil-CoA a las polimerasas. Puesto que no se
observa acumulo alguno, no parece que haya ninguna enzima que se esté expresando y que

pueda proporcionar esos sustratos.
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Al suplementar el medio con glucosa y una fuente de carbono adicional, octanoato
(medio B) o aceite de soja (medios C y D), se podria esperar una diauxia. La represion
catabolica por la glucosa es un fenomeno muy bien caracterizado, que no permite que la
adenilato ciclasa sintetice AMPc en el mterior celular, impidiendo la activacion de las rutas
catabolicas de otras fuentes de carbono, como los acidos grasos (Briickner y Titgemeyer, 2002;
Gosset, 2005; Nunn, 1986; Pauli er al, 1974). Una vez agotada la glucosa, existiria una masa
critica de células, que expresarian los genes fad'y degradarian el octanoato o el aceite de soja,
dirigiendo intermediarios acil-CoA a través de la B-oxidacion, que podrian ser polimerizados
por los genes del cluster pha. Sin embargo, tal y como se puede ver en la figura 48, no se

produce diauxia, ni acamulo de PHAs.

En la figura 48 se puede observar que el crecimiento en el medio B es menor que en el
medio A. Puesto que la presencia de octanoato en el medio B es la tnica diferencia entre
ambos, la concentracion anadida (10 mM) podria ser toxica para F. coli pK18pha en estas
condiciones. La susceptibilidad de esta especie bacteriana a octanoato ya habia sido descrita
con anterioridad (Favre-Bulle y Witholt, 1992), y explica que no alcance valores similares a los
que alcanza en el medio A. Los mecanismos moleculares responsables de la toxicidad del
octanoato parecen relacionarse con el estrés oxidativo y el dano causado por ese compuesto
sobre la membrana celular (Rodriguez-Moya y Gonzalez, 2015; Royce et al., 2013). Por otro
lado, hay que tener en cuenta que la expresion de los genes fad se encuentra bajo el control del
regulador FadR, y solo se activan ante la presencia en el medio de cultivo de acidos grasos de

cadena larga (Raman y DiRusso, 1995).

Por su parte, el crecimiento en los medios C y D es mayor que en el medio A, y siendo
la tinica diferencia entre ellos la presencia o ausencia de aceite de soja. De ello se podria inferir
que en los medios C y D, ademas de glucosa, £. coli pK18pha también esta degradando el
aceite de soja y, por ende, creciendo a expensas de €l. Si asi fuera, se podria atribuir la ausencia
de bioplastico a que la ruta para la biosintesis del mismo no esté completa. Puesto que el
cluster pha se expresa de forma constitutiva y los dcidos grasos se degradarian via B-oxidacion,
la reaccion que provee intermediarios R-hidroxiacil-CoA a la polimerasa seria la tnica que
podria no estar expresandose eficientemente en F. coli (Park y Yup Lee, 2004). Otra
posibilidad seria que la cepa esté utilizando glicerol libre presente en el aceite, pero que no esté

utilizando 4cidos grasos, por lo que no se observaria acamulo de PHAs.
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En P putida U existe competencia entre el complejo FadBA y las proteinas
responsables de redirigir el flujo metabolico hacia la sintesis de polimero [ya sean las PHA
polimerasas (PhaCl y PhaC2), la enoil-CoA hidratasa (PhaJ) o la 3-cetoacil-CoA reductasa
(FadG)]. Es posible que el flyjo de acil-CoAs que podrian ser utilizados por la polimerasa se
diryja en su totalidad por la ruta de B-oxidaciéon, y por ello no se observa acimulo de PHAs. Si
estos intermediarios no pudieran continuar su degradacion por la ruta de B-oxidacion, quizas se
acumulasen como polimero. Esta estrategia fue seguida con éxito con anterioridad, para la

expresion de la PhaCl de P. aeruginosa en E. coli (Qi et al., 1998).

En suma, en ninguno de los medios utilizados se observd acumulacion de PHAs en E.

coli DH10B transformada con el plasmido que contenia el cluster pha.
7.2. Expresion del cluster pha en E. colipN131

Con objeto de corroborar la hipotesis anterior, se evaluo si, efectivamente, la
mterrupcion de la B-oxidacion en LK. coli facilitaria el acamulo de PHAs. Para ello se utilizé la
cepa modificada £, coli pN131 cedida por la profesora Dra. C. DiRusso, y que corresponde a
la cepa L coli LE392 en la que el gen fadB ha sido interrumpido por el transposéon Tn /0
(I'n 10:fadB64).

En primer lugar se definieron los medios adecuados para llevar a cabo este tipo de
experimento. Se sembro el mutante en los medios A, B y C detallados en el apartado anterior y
se observo que el crecimiento tenia lugar en los tres medios. El medio C era en el que se
alcanzaba un mayor crecimiento bacteriano, mientras que el medio B se alcanzaban valores
menores de absorbancia, siendo la diferencia notable con respecto a los otros dos medios.
Como se apuntaba en el apartado anterior, la toxicidad del octanoato podria ser la causa mas

probable.

Una vez se hubo comprobado que los medios eran adecuados para el crecimiento del
mutante de £ coli, se introdujo el plasmido pK18pha por conjugacion triparental. La cepa
donadora fue E. coli pK18pha y se contdé con la participacion de la cepa helper. Los
transconjugantes se seleccionaron en medio LB suplementado con los antibiéticos tetraciclina
(resistencia de F. coli pN131) y kanamicina (resistencia aportada por el plasmido). Los
transconjugantes £ coli pN131 pK18pha obtenidos se sembraron en los medios solidos de
produccion B y C. En ningin caso se observo acimulo de PHAs en los transconjugantes.

También se sembré el mutante en placas de medio A soélido suplementado con 7-
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fenilheptanoato 10 mM, y se observo que los parches de los transconjugantes adquirian una
coloracion muy blanca, similar a la que adquiere P. putida cuando acumula PHAs. Sin
embargo, al observar las bacterias al microscopio tras su tincién con fucsina no se apreciaba el

acumulo de bioplastico.

Aunque la ruta de B-oxidacion se encuentre interrumpida, el mutante £. coli pN131
pK18pha no acumula PHAs cuando se cultiva en medio con precursores que pueden ser

mcorporados a la célula como acil-CoA derivados (e. g. octanoato o aceite de soja).

Las razones por las que no se canalizan intermediarios hacia la formacion de PHAs
pueden ser variadas. Quizas se deba a que la bacteria estd utilizando la glucosa como fuente de
carbono y energia, y no esta incorporando las posibles fuentes de precursores, principalmente
aceite de soja. La expresion constitutiva del gen fadL desde un plasmido podria solventar este
problema, salvando una posible represion cataboélica (Bae er al., 2014). Otra posible explicacion
seria que la ruta de sintesis de PHAs se encuentre conectada con la de la B-oxidacion a través
de alguna otra proteina (enoil-CoA hidratasa) que no se esta expresando en F. coli, por lo que
su expresion desde un plasmido podria ser clave para proveer intermediarios R-3-hidroxiacil-
CoA polimerizables por la polimerasa. Tanto la expresion de fadl, como la del gen que
codifique una enoil-CoA hidratasa (PhaJ) desde un plasmido ya ha dado buenos resultados en

exprimentos anteriores (Bae er al., 2014; Davis et al., 2008; Jian et al., 2010).

En cualquier caso, en los trabajos que se han publicado hasta el momento no se obtiene
un gran rendimiento en la sintesis de mcl-PHAs en E. coli, en torno al 15% del peso seco
partiendo de fuentes de carbono no relacionadas como la glucosa y un 25% del peso seco
partiendo de fuentes relacionadas (dcidos 2-alquenoicos) (Agnew et al., 2012; Sato et al., 2012).
En Pseudomonas se han alcanzado valores superiores al 709% del peso seco. Por el momento,

se desconocen las razones por las que existe esta notable diferencia en la produccion de mcl-

PHAs.

8. Cultivo de P. putida NAfadBA y P. putida UAfadBA en medios

minimos conteniendo acido adipico

Las enzimas PhaC responsables de la polimerizacion de los monémeros que dan lugar
a los PHAs (PhaCl y PhaC2) tienen una baja especificidad de sustrato, razon por la que existen

tantos polimeros distintos con una composicion monomérica tan variable (Chen, 2009) y, por
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lo tanto, con distintas propiedades fisicas y mecanicas. Partiendo de esta premisa, y buscando
nuevos monomeros que pudieran dar lugar a un bioplistico distinto de los que se conocen
hasta el momento, se llevd a cabo un experimento para observar si las cepas PpNAfadBA y

PpUAfadBA eran capaces de polimerizar acidos dicarboxilicos como el dcido adipico.

Las cepas se sembraron con una fuente de carbono (glucosa o 4-hidroxifenilacetato) y se
suplementaron adicionalmente con acido adipico como fuente de monémeros. PoNAfadBA se
sembré en MM suplementado con glucosa 1% (p/v) v acido adipico 10 mM. Por su parte
PpUAfadBA se sembro en medio minimo suplementado con 4-hidroxifenilacetato 10 mM vy

acido adipico 10 mM. En el caso de PpUAfadBA no se utilizé la glucosa como fuente de

carbono para evitar interferencias catabolicas, como vimos en el apartado 2.

Se hizo un seguimiento del crecimiento de estas cepas, cultivadas en los medios
descritos a 30 °C y 250 rpm de agitacion, midiendo la absorbancia a 540 nm. A distintos
tiempos de incubacion se realizaron preparaciones para microscopia optica de ambas cepas
mediante su tincion con fucsina para observar en el microscopio 6ptico si se producia acamulo
de polimero plastico. Ninguna de las dos cepas mostré acamulo de plastico en estos medios,
por lo que parece que sus respectivas polimerasas son incapaces de utilizar acil-CoA derivados

del acido adipico como sustrato.

A B
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Figura 49. Cinéticas de crecimiento de (A) P. putida U AfadBA cultivada en MM suplementado con 4-

hidroxifenilacético 10 mM vy dcido adipico 10 mM v (B) P. putida NAfadBA cultivada en MM suplementado con

glucosa 1% (p/v) y acido adipico 10 mM.
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9. Cultivo de P. putida Ny P. putida N AfadBA en MM con butirato

Algunas especies del género Pscudomonas poseen en su genoma, ademas del cluster
pha, los genes phbABC que permiten la sintesis de PHB (Catone et al., 2014; Matsusaki et al.,
1998). Si bien no se trata de una caracteristica frecuente en la especie P. putida, no se puede
descartar que alguna cepa posea este cluster phb en su genoma. Por ello, para evaluar si esta
cepa disponia de la capacidad para producir PHB, se sembraron las cepas P. putida N y P.
putida N AfadBA en medio liquido que contenia butirato o 4-fenilbutirato con el fin de
observar s1 eran capaces de acumular PHAs a partir de estos compuestos. Los medios
utilizados fueron MM suplementado con glucosa al 1% (p/v) y con butirato 30 mM o 4-
fenilbutirato 15 mM. El cultivo se realizo a 30 °C y 250 rpm (Fig. 50). El seguimiento del
crecimiento y del acimulo se realiz6 midiendo la absorbancia a 540 nm y realizando
preparaciones tenidas con fucsina para su observacion al microscopio optico. En ningtin caso se
observd acamulo de PHAs. Este hecho parece indicar que las polimerasa de las que dispone
esta cepa no son capaces de sintetizar biopolimero scl-PHA utilizando acidos grasos de cadena

corta (4 atomos de C o menos).

A

Abs 54

Tiempo (h)
Figura 50. Cinéticas de crecimiento de P. putida N (@) y P. putida N AfadBA (o) creciendo en MM suplementado
con glucosa 1% (p/v) y (A) butirato 30 mM o (B) 4-fenilbutirato 15 mM.

10. Cultivo de P. putida N AfadBA en glicerol

Como se ha venido detallando a lo largo de los resultados, la cepa P. putida N, al 1gual
que otras estirpes de P. putida, es capaz de crecer y acumular polimero plastico cuando crece

con derivados de dcidos grasos como sustrato. Se han documentado cepas de
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pseudomonddidos que son capaces de acumular PHAs, PHB y/o copolimeros de mcl-scl-
PHASs cuando se cultivan con fuentes de carbono no relacionadas con acidos grasos, ya sea a
través de la sintesis de novo de acidos grasos o por la ruta de sintesis de PHB (Abe er al., 1994,
Bertrand er al., 1990; Escapa et al., 2013; Young et al., 1994). Para comprobar s1 P. putida N
tiene la capacidad de llevar a cabo este tipo de sintesis, se cultivo esta cepa en MM
suplementado con glicerol 1% (p/v) como fuente de carbono y energia (Fig. 51). El cultivo se
realizo a 30 °C y 250 rpm. Se realizaron preparaciones para el microscopio 6ptico, no

observandose acimulo de PHAs en ningtn caso.

AbsMO nm

) 13 T T
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Figura 51. Cinética de crecimiento de P. putida N AfadBA cultivada en MM suplementado con glicerol 19% (p/v).

El seguimiento del cultivo y la ausencia de acimulo de polimero senalan que esta cepa
no es capaz de sintetizar bioplastico via la sintesis de novo de acidos grasos cuando se parte de
glicerol, y que, como se habia visto en los cultivos con butirato y fenilbutirato, tampoco parece

contar en su genoma con una copia del cluster phb.

En resumen, la presente tesis doctoral recoge los trabajos realizados sobre la produccion
de PHAs en distintas cepas de Pseudomonas putida, concretamente en P. putida N y en P.
putida U. Se han obtenido mutantes superproductores de bioplastico de estas cepas (apartado
3) v se ha analizado la capacidad productora de PHAs de dichos mutantes, asi como la
estabilidad genética de las cepas superproductoras (apartado 7). Ademads, se han realizado
estudios para determinar la conexion existente entre el sistema de produccion de polimeros de
reserva y la morfologia celular (apartado 5). En definitiva, se ha tratado de integrar estudios

genéticos, fisiologicos y morfoldgicos en unas cepas con gran interés para la produccion de
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bioplastico y cuyo conocimiento es imprescindible para abordar con éxito la produccion de

estas moléculas a escala industrial.
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A continuacion se presentan las conclusiones alcanzadas en esta tesis doctoral:

1. Los loci pha de Pseudomonas putida N y de Pseudomonas putida DOC21 estin
compuestos por seis genes (phaClZC2DFD al igual que sucede en otros pseudomondadidos. La
elevada homologia existente entre los genes pha estudiados en esta tesis doctoral y los descritos

previamente, indica que desempenan las mismas funciones en las distintas cepas comparadas.

2. La cepa P. putida N es capaz de acumular una mayor cantidad de PHAs que P.
putida U cuando se cultiva en MM suplementado con octanoato 20 mM. Cuando P. putida N
se culivd en MM que contenia octanoato (30 mM) y glucosa (1% p/v) la cantidad de PHA
acumulado fue superior al 47%. En estas mismas condiciones el crecimiento de P. putida fue

muy lento.

3. Los mutantes P. putida N pMCphal'y P. putida N pK18pha no mejoraron la
capacidad biosintética de PHAs con respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, el mutante
superproductor P. putida N AfadBA produce mas cantidad de PHAs que la cepa silvestre en
cualquiera de los medios utilizados, destacando los resultados obtenidos cuando se utilizaron
como precursores acidos fenilalcanoicos. En estos casos la produccion de PHAs llego a ser del

61,26% respecto del peso seco de bacterias.

4. Cuando en las cepas P. putida N y P. putida N AfadBA se expresa en trans el gen que
codifica la despolimerasa (PhaZ) de P. putida U, estas acumulan diferentes 3-hidroxidcidos en

el medio de cultivo.

b.Lla cepa P. putida N muestra una morfologia filamentosa cuando se cultiva a
concentraciones subinhibitorias de ampicilina, como consecuencia de la interaccion de ese
antibiético con el proceso de division celular. Sin embargo, cuando se expresa en trans el gen
phal’ de P. putida U, este mutante presenta una morfologia bacilar, probablemente debido a
que la resistencia de esta cepa al antibibtico ampicilina se incrementa en dos ordenes de

magnitud.

6. Kl cultivo reiterado del mutante superproductor P. putida U AfadBA en medios que
contienen exclusivamente octanoato como fuente de carbono, conduce a una pérdida de la
capacidad para sintetizar PHAs. El andlisis genético revela que en tales condiciones, y
probablemente debido al estrés metaboélico que supone la acumulacion de PHAs, la poblacion
bacteriana acumula y selecciona mutaciones que conducen a la pérdida de funcién de la

polimerasa I.
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7. El analisis de esos mutantes adaptativos ha permitido identificar un total de 22 errores
diferentes en la secuencia de phaCl. Todos ellos nactivan la enzima, y contribuyen a una

J

mayor tasa de crecimiento.

8. Teniendo en cuenta que estas mutaciones mactivan PhaCl, que no se hallé6 ninguna
mutacion en PhaC2, y que aquellas bacterias que contenian una copia de PhaCl mutada y otra
de PhaC2 nativa no sintetizaban PHAs, se ha propuesto un modelo segun el cual la activacién
de las polimerasas estaria mediada por la formacion de dimeros PhaCl-PhaC2. Estos dimeros
heteroproteicos prevalecen funcionalmente sobre aquellos otros constituidos por dos copias de

la misma proteina (PhaCl1-PhaCl y PhaC2-PhaC2).
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