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Abreviaturas
% (m/v) % masa en volumen
% (v/v) % volumen en volumen
°C Grados Celsius
1,3-PDO 1,3-propanodiol
B-gal [-galactosidasa
Mmax Velocidad especifica (maxima) de crecimiento
T4 Microgramos
ul Microlitros
um Micrones
Adh Alcohol-acetaldehido deshidrogenasa
Amp/Amp"  Ampicilina/resistencia a ampicilina
ATP Adenosina trifosfato
BEHP Ftalato de bis(2-etilhexilo) (bis(2-ethylhexyl)phthalate)
BSA Albumina cristalina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
ButOH Butanol
CHPA Acido 3-cloro-4-hidroxifenilacético (3-chloro-4-hydroxyphenyl acetic acid)
cm Centimetros
Cm/Cm’ Cloranfenicol/resistencia a cloranfenicol
cs Citrato Sintasa
DNA Acido desoxirribonucleico
DO/DOsoo Densidad éptica/densidad éptica medida a A = 600 nm
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EtOH Etanol
FID Detector de ionizacién de llama (Flame ionization detector)
g Gramos
GC Cromatografia gaseosa (Gas Chromatography)
GDHt Glicerol deshidratasa
g/l gramos/litro
h Horas
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance Liquid
Chromatography)
HSPs Proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins)
IB Cuerpos de inclusion (Inclusion Bodies)
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
kb Kilobases
kDa Kilodalton
Km/Km' Kanamicina/resistencia a kanamicina
| Litros
L-Phe L-fenilalanina
log P Logaritmo del coeficiente de particién en una mezcla definida de octanol y agua
m Metros
M Molar
mA Miliampere
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min Minutos

mli Mililitros

mm Milimetros

mM Milimolar

NADH Nicotidamida-Adenina-Dinucledtido reducida
NADPH Nicotidamida-Adenina-Dinucleétido-fosfato reducida
ng Nanogramos

ON Toda la noche (Overnight)

pb Pares de bases

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
PD Dominio insoluble de la proteina TolR de Azoarcus sp. CIB
PDOR 1,3-propanodiol oxidoreductasa

GAPs Proteinas asociadas a granulo

PHA Polihidroxialcanoatos

PhaA [-cetotiolasa

PhaB Acetoacetil-CoA reductasa

PhaC PHA sintasa, también llamada PHA polimerasa
PHAmcl PHA de cadena media

PhaP Phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8

PHAscI PHA de cadena corta

Phaz PHA depolimerasa

PHB Poli(3-hidroxibutirato)

PVDF Fluoruro de polivinilideno (Polyvinylidene fluoride)
gRT-PCR PCR en transcripciéon reversa cuantitativa

RNA Acido ribonucleico

rpm Revoluciones por minuto

RT(%) Porcentaje de tolerancia relativa

s Coeficiente de fitness relativo

SDS Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
seg Segundos

TBS Buffer Tris Salino (Tris Buffered Saline)

tCA acido trans-cinamico (trans-cinnamic acid)

TEMED Tetrametiletilendiamina

Tm Temperatura de melting o fusién

Tris 2-Amino-2-hidroximetil-aminometano

uv Ultravioleta

Vc:Vf relaciéon volumen de cultivo:volumen del frasco




Resumen

Resumen

La phasinas son proteinas asociadas a granulos intracelulares de polihidroxialcanoatos (PHA),
polimeros biodegradables acumulados por muchas bacterias como material de reserva. Ademas de su
funcidn estructural en la cubierta de los granulos, se ha demostrado que las phasinas tienen funciones
regulatorias, y se han desarrollado numerosas aplicaciones biotecnolégicas utilizdndolas en fusiones

proteicas.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8, un productor natural
de poli(3-hidroxibutirato) (PHB), el PHA mas conocido. En estudios previos en cepas de E. coli
recombinante productoras de PHB, hemos observado que la sobreexpresion de phaP permite un
mayor crecimiento y una mayor acumulacién de polimero, lo que sugiere que PhaP ejerce un efecto
promotor del crecimiento. Se observd también que la expresién de phaP tiene un efecto protector
inesperado en cepas de E. coli no productoras de PHB, tanto en condiciones normales como en
condiciones de estrés, permitiendo un mayor crecimiento y mayor resistencia a estrés oxidativo y
estrés térmico. En vista de estos resultados, se caracterizé a esta phasina estructural vy
funcionalmente, demostrando que actia como chaperona in vitro, ayudando al plegado de la proteina
modelo citrato sintasa, y también in vivo, siendo capaz de reducir el nUmero y tamafo de cuerpos de

inclusion formados por una proteina recombinante en E. coli.

El objetivo de este trabajo de tesis fue profundizar el analisis de los efectos beneficiosos de la phasina
PhaP de Azotobacter sp. FA8 y evaluar su uso para el mejoramiento de cepas de interés
biotecnoldgico. Para ello, se analizd su efecto sobre la tolerancia a diferentes factores de estrés, con
especial hincapié en condiciones de estrés que podrian encontrarse en procesos de sintesis de
diferentes productos. Se observd que la expresidn heterdloga de phaP en E. coli aumenta la tolerancia
a biocombustibles como etanol y butanol, y a sustancias quimicas como el 1,3- propanodiol. También
se observo que la expresion de phaP produce un incremento en la tolerancia de las células al estrés
osmotico idnico producido por NaCl, y al no idnico producido por sacarosa. Estos resultados
demuestran que la phasina es capaz de proteger a las células del estrés provocado por solventes y
condiciones de estrés osmodtico, apoyando aun mas el rol protector general ejercido por PhaP en E.

coli.

En funcion de estos resultados, se evalud la capacidad de esta phasina de mejorar la obtencién de
bioproductos en E. coli, particularmente solventes y precursores quimicos de interés industrial como
etanol, 1,3-propanodiol y estireno. Para ello, se construyeron cepas recombinantes productoras de
los distintos compuestos. En todos los casos, en las cepas que sobreexpresan phaP se observé un
aumento del crecimiento y del titulo del producto final, en comparacion con la cepa control. Estos
resultados demuestran que la expresidon de phaP puede mejorar la sintesis de bioproductos de interés
industrial en E. coli, y abren el camino para el uso de esta proteina en el desarrollo de nuevas

aplicaciones biotecnolégicas.

Palabras clave: phasina, etanol, 1,3-propanodiol, estireno



Abstract

Abstract

Use of proteins with chaperone activity to optimize the synthesis of biotechnologically

relevant compounds in Escherichia coli

Phasins are proteins associated with intracellular granules of polyhydroxyalkanoates (PHA),
biodegradable polymers accumulated by many bacteria as reserve material. In addition to their
structural function in the granule coat, phasins have been shown to have regulatory functions, and

numerous biotechnological applications have been developed using them in protein fusions.

One of the main working lines in our laboratory is focused on the study of phasin PhaP from
Azotobacter sp. FA8, a natural producer of poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), the best known PHA.
Previous studies performed on PHB-producing recombinant E. coli strains have shown that
overexpression of phaP causes increased growth and greater polymer accumulation, suggesting that
PhaP exerts a growth-promoting effect. It was also observed that phaP expression has an unexpected
protective effect on non-PHB-producing E. coli strains under both normal and stress conditions,
allowing for increased growth and greater resistance to oxidative and heat stress. In view of these
results, this phasin was structurally and functionally characterized. The results showed that PhaP acts
as a chaperone in vitro, assisting the folding of the model protein citrate synthase, and also in vivo,
being able to reduce the number and size of inclusion bodies formed by a recombinant protein in E.

coli.

The aim of this work was to further analyze the beneficial effects of phasin PhaP from Azotobacter sp.
FA8 and to evaluate its use in strain improvement. For this purpose, we analyzed the effect of PhaP
on tolerance to different stress factors, with special emphasis on stress conditions that could be
encountered in bioprocesses. It was observed that heterologous expression of phaP in E. coliincreases
tolerance to biofuels such as ethanol and butanol, and to added-value chemicals such as 1,3-
propanediol. It was also observed that phaP expression results in increased tolerance to ionic osmotic
stress produced by NaCl and non-ionic osmotic stress produced by sucrose. These results demonstrate
that PhaP is able to protect cells from solvent stress and osmotic stress conditions, further supporting

the general protective role exerted by this phasin in E. coli.

Based on these results, we evaluated the capacity of PhaP to improve the synthesis of bioproducts in
E. coli, particularly solvents and added-value chemicals. For this purpose, we constructed recombinant
strains producing ethanol, 1,3-propanediol and styrene. In all cases, the strains that overexpressed
phaP showed increased growth and higher titers of the final product, compared to the control strain.
These results show that phaP expression is able to improve the synthesis of bioproducts in E. coli,

opening the road for its use in the development of new biotechnological applications.

Key terms: phasin, ethanol, 1,3-propanediol, styrene
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Introduccion

Primera parte: La respuesta a estrés en E. coli

Respuesta general a estrés

Las bacterias estdn constantemente sometidas a cambios en su ambiente, que pueden ir desde la
escasez de nutrientes a variaciones en la temperatura, osmolaridad o pH. Para adaptarse o resistir a
estos cambios en las condiciones de crecimiento han desarrollado varios tipos de respuesta. Por un
lado, existen vias de respuesta especificas, que involucran a un regulador particular y a un conjunto
selecto de genes, necesarios para reparar el dafio y volver a las condiciones de homeostasis. Por otro
lado, las bacterias también pueden desplegar respuestas mas generales que involucran cambios
globales en el metabolismo y la expresidén génica, y proveen proteccién ante diversos tipos de estrés.
Tal es el caso de la respuesta general a estrés dependiente del factor sigma alternativo RpoS en

Escherichia coli (Battesti et al., 2011).

La concentracion intracelular de RpoS aumenta marcadamente durante el ingreso en la fase
estacionaria y/o en otras condiciones de estrés, tales como estrés acido, inanicidn, alta osmolaridad y
alta o baja temperatura. Ademas de regular a los genes directamente implicados en hacer frente a los
efectos perjudiciales de cada estrés, RpoS también afecta a los genes correspondientes a 3 grandes
grupos funcionales de proteinas: (i) factores regulatorios, (ii) sistemas de transporte u otras proteinas
intrinsecas de membrana, y (iii) enzimas metabdlicas, muchas de las cuales pertenecen al
metabolismo central de energia. Cuando las células entran en fase estacionaria o se encuentran
sometidas a estrés, el trafico general de la membrana celular se altera significativamente. El control
de RpoS contribuye a la captacién de nutrientes en condiciones de escasez, asi como a una mayor
resistencia contra varios compuestos toxicos, mediante la induccidon de bombas de eflujo. Ademas,
RpoS influye sobre el metabolismo energético, favoreciendo la transicion del metabolismo de
crecimiento al de mantenimiento. La cantidad de genes que RpoS controla es muy grande, dado que

se calcula que regula directa o indirectamente el 10% del genoma de E. coli (H. Weber et al., 2005).

Estrés térmico

La respuesta a estrés térmico permite a las células adaptarse a cambios ambientales y metabdlicos, y
sobrevivir ante condiciones de estrés. Esta respuesta es mediada por el factor sigma alternativo 632,
codificado por el gen rpoH, y es inducida por varios tipos de estrés, incluyendo factores fisico-quimicos
como la temperatura, compuestos perjudiciales para la célula y procesos metabdlicos complejos

(Arsene et al., 2000).
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Un aumento de la temperatura desencadena un aumento transitorio en la concentracion de RpoH.
Esto produce una induccién rapida de la sintesis de mas de 20 proteinas, conocidas en conjunto como
proteinas de choque térmico o HSPs (por sus siglas en inglés: heat shock proteins). En estas
condiciones, la sintesis de las HSPs aumenta hasta 15 veces y luego disminuye, hasta alcanzar un nuevo
estado de equilibrio (Bukau, 1993; Georgopoulos & Welch, 1993). Estas proteinas codifican
principalmente chaperonas moleculares cuya funcidn es unirse a los polipéptidos no nativos que se
generan durante la sintesis de proteinas o por desnaturalizacion térmica de proteinas existentes y
estabilizarlos, modular las vias de plegado proteico para evitar el mal plegado o la agregacidn de
proteinas, y promover su re-plegado y ensamblaje adecuado. Ademas, algunas HSPs son proteasas
ATP-dependientes y cumplen un rol en la digestién y remocién de polipéptidos irreversiblemente
dafiados por el calor (Chung et al., 2006). Las HSPs mas importantes en E. coli son los sistemas de
chaperonas compuestos por DnaK-Dnal-GrpE y GroEL-GroES, los cuales pueden llegar a representar

hasta un 20% de las proteinas totales a 46°C (Arséne et al., 2000; Georgopoulos & Welch, 1993).

Si bien son denominadas proteinas de choque térmico, las HSPs son expresadas en todas las células
bajo condiciones normales de crecimiento, y son esenciales para el crecimiento celular a todas las
temperaturas. Esto se debe a que una parte de las proteinas celulares necesita de la asistencia de
chaperonas para su plegado de novo o el mantenimiento de su conformacidn biolédgicamente activa
en condiciones dptimas de crecimiento. Ante condiciones de estrés térmico, en cambio, el aumento
en la expresion de las HSPs tiene como objetivo hacer frente al incremento de proteinas mal plegadas,
propensas a la agregacidon. La defensa celular ante esta situacidn de estrés comprende varias
estrategias. Por un lado, las chaperonas de soporte, como IbpA e IbpB, se unen a proteinas mal
plegadas y evitan su agregacién, estabilizandolas para luego transferirlas a sistemas de chaperonas
ATP-dependientes. Por otro lado, las chaperonas de plegado, como los sistemas DnaK y GroELS,
interactdan con proteinas desplegadas y median su re-plegado en un proceso dependiente de ATP.
Ademas, las proteinas agregadas pueden rescatarse por desagregacién y posterior replegado
mediante el sistema DnaKy ClpB, y las proteinas mal plegadas pueden eliminarse mediante protedlisis

dependiente de ClpXP y Lon (Figura 1) (Schlieker et al., 2002; Veinger et al., 1998).
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Figura 1. Accion de las HSPs durante el estrés térmico. Bajo condiciones de estrés térmico se produce un
aumento de la desnaturalizacién y la agregacién de proteinas (flechas rojas). Por un lado, las chaperonas IbpA
e IbpB se unen a las proteinas mal plegadas, las estabilizan, y luego las transfieren al sistema DnaK. Por otro
lado, los sistemas de chaperonas ATP-dependientes como el sistema DnaK y el sistema GroELS, interactuan
con proteinas desplegadas y median su re-plegado. Las especies agregadas que escaparon de la maquinaria de
proteccién celular pueden ser rescatadas por el sistema de ClpB/DnaK. Las especies no nativas que no lograron
plegarse correctamente también pueden continuar por la via de la protedlisis, mediada por las proteasas ClpXP
y Lon. Adaptado de Schlieker et al., 2002.

Estrés osmotico

La naturaleza semipermeable de la membrana citoplasmatica hace que las células sean vulnerables a
las variaciones en la osmolaridad del ambiente, uno de los factores de estrés que los microorganismos
encuentran mas frecuentemente en sus habitats (Bremer & Krdmer, 2019). El aumento en la
osmolaridad externa causa la pérdida de agua, provocando un encogimiento de las células y un freno
en la divisién celular. Para responder ante estos efectos, E. coli despliega un conjunto de mecanismos
gue le permiten evitar la deshidratacion. Esto incluye la absorcion de iones potasio, la acumulacién de
otros solutos osmoprotectores a través de la biosintesis de novo (por ejemplo, trehalosa) o su

absorcion del medio ambiente (por ejemplo, glicina betaina) y un mayor control del flujo a través de
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la membrana plasmatica (Record et al., 1998). Para ello, las bacterias expresan un amplio grupo de

genes cuya transcripcion depende de RpoS (Hengge-Aronis, 1996; A. Weber et al., 2006).

En un estudio de protedmica en E. coli sometida a un aumento de la osmolaridad externa realizado
por Weber y colaboradores, se encontré que, entre las proteinas cuya produccién se habia
incrementado, ademas de aquellas con una funcién osmoadaptativa especifica (por ejemplo,
transportadores), habia una gran proporcidén de proteinas con un rol general en la proteccion de la
célula ante diversas condiciones de estrés, como por ejemplo proteinas implicadas en la respuesta a
estrés oxidativo o la proteina de choque térmico Hsp31 (A. Weber et al., 2006). Ademas, existen
numerosos trabajos en los que se observan fendmenos de proteccién cruzada, en los cuales la
exposicion de las células a un tipo de estés condiciona su respuesta ante otros tipos de estrés,
aparentemente no relacionados. Por ejemplo, se ha observado que desafiar a Salmonella typhimurium
y E. coli con alta osmolaridad incrementa su resistencia a altas temperaturas (Hengge-Aronis et al.,
1993) y estrés oxidativo (Fletcher & Csonka, 1998). Lo contrario se ha observado en Bacillus subtilis,
en tanto un pretratamiento de estrés térmico leve brindé a estas bacterias mayor proteccidn contra

el estrés salino letal (Volker et al., 1992).

Con el objetivo de entender las bases genéticas de este fendmeno de regulacidn cruzada, Gunasekera
y colaboradores realizaron analisis de transcriptomica en cepas de E. coli sometidas a estrés osmoético
y térmico prolongados. Por un lado, los autores observaron que tanto el estrés osmoético como el
estrés térmico, individualmente o en combinacién, inducian genes del reguldn de estrés oxidativo. Por
otro lado, no encontraron genes con una funcién reconociblemente termoprotectora que fueran
inducidos durante el estrés osmatico prolongado (Gunasekera et al., 2008). No obstante, lo contrario
fue reportado en otros trabajos realizados en E. coli (Bianchi & Baneyx, 1999; Meury & Kohiyama,
1991), bacterias lacticas (Fukuda et al., 2002; Kilstrup et al., 1997), y bacterias que viven en el suelo
(Dominguez-Ferreras et al., 2006), en los cuales se observé una inducciéon de genes de HSPs bajo
condiciones de estrés osmdtico. Por otra parte, también ha sido propuesto que el aumento de la
termotolerancia en bacterias sometidas a estrés osmético se debe a que los osmolitos acumulados en
las células funcionan como “chaperonas quimicas”, aumentando la estabilidad de proteinas en estado
nativo y asistiendo al re-plegado de polipéptidos desnaturalizados (Diamant et al., 2001). Como se
puede ver, estos fendmenos de regulacidon cruzada son complejos y la literatura no ha llegado a un

consenso acerca de sus bases moleculares.
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Segunda parte: Compuestos de interés biotecnoldgico

Proteinas recombinantes

Importancia biotecnolégica

Las proteinas y los péptidos son el pilar del sector biofarmacéutico, con cientos de productos
farmacéuticos proteicos actualmente en el mercado y mas que se encuentran en ensayos preclinicos
y clinicos. La bacteria mas utilizada para la produccién de proteinas recombinantes es E. coli debido a
su rdpido crecimiento, facil manipulacién y rentabilidad. Ademads, esta bien caracterizada fisiolégica y
metabdlicamente, su genoma estd secuenciado, y existe una gran variedad de herramientas de
biologia molecular disefiadas para la sintesis de proteinas recombinantes usandola como hospedador

de clonado (Overton, 2014; Rosano et al., 2019).

Estrés inducido por la sintesis de proteinas recombinantes

La expresion de productos recombinantes puede desafiar a las células con diferentes niveles de
toxicidad y carga metabdlica que, en udltima instancia, pueden conducir a la disminucidon del

rendimiento de biomasa, la productividad y la viabilidad celular (Carneiro et al., 2013).

La presencia de plasmidos, y alin mds la expresion de los genes codificados en ellos, interfieren con la
fisiologia de la célula hospedadora, forzando la reorientacién de las actividades metabdlicas y la
adaptacion de la regulacidn génica. Entre los cambios mas notables en la fisiologia de los productores
recombinantes se han reportado la disminucion de la velocidad especifica de crecimiento,
modificaciones en el catabolismo como resultado del aumento de la demanda energética, y la
disminucion en la concentracion de proteinas relacionadas con la sintesis proteica, tales como factores

de elongacidn o subunidades proteicas ribosomales (Hoffmann & Rinas, 2004).

La sintesis de proteinas heterdlogas en E. coli puede disparar distintos tipos de respuestas a estrés,
entre ellos la respuesta a estrés térmico, la cual se induce como resultado de un aumento en la
concentraciéon de proteinas mal plegadas en la célula. Son varios los trabajos que han reportado un
aumento en la transcripcion, sintesis y acumulacion de varias HSPs, tales como DnakK, GroELS y ClpB,
en respuesta a la produccidn de proteinas heterdlogas (H. Dong et al., 1995; Gill et al., 2000; Hoffmann
& Rinas, 2000; Jirgen et al., 2000; Rinas, 1996). Ademas, estos sistemas de expresidn frecuentemente
dan como resultado una acumulacién de proteinas recombinantes en forma de cuerpos de inclusidn
(Inclusion Bodies o 1B, por sus siglas en inglés). Los IB son agregados intracelulares formados

principalmente por proteinas mal plegadas resistentes a proteasas. Estas estructuras son dindmicas y
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ocurren por un desbalance entre la agregacion y la liberacion de proteinas, principalmente en

condiciones de alta expresion de genes recombinantes (Carrié & Villaverde, 2001).

Otras respuestas involucradas en la produccion de material recombinante son la respuesta
astringente, inducida por limitaciones en la concentracion de aminodcidos intracelulares, y la
respuesta general de estrés mediada por RpoS. Ambos mecanismos conducen a una disminucién del

crecimiento y la produccidn de proteinas recombinantes (Hoffmann & Rinas, 2004; Overton, 2014).

Estrategias para mejorar la produccidn de proteinas recombinantes

Varios grupos han trabajado en el desarrollo de estrategias para superar las limitaciones en la
produccién impuestas por la carga metabdlica y el estrés provocado por la sintesis de proteinas
recombinantes. En general, los vectores de expresion son la herramienta principal para controlar la
produccién proteica. Estos vectores a menudo se basan en plasmidos naturales que se pueden
modificar facilmente para ensamblar partes de diferentes fuentes genéticas, como elementos de
control (promotores, terminadores y secuencias de iniciacion de la transcripcién/traduccion) y
elementos de propagacién (marcadores de seleccion, origenes de replicacidn). La ingenieria genética
del hospedador con el objetivo de mejorar la sintesis recombinante aliviando la carga metabdlica del
proceso también es una estrategia muy difundida. Por ultimo, otro método utilizado para optimizar la
produccién consiste en modificar las condiciones de crecimiento, tales como la temperatura,
induccion, y medios de cultivo, para minimizar el estrés durante la produccidon recombinante. Estas
modificaciones buscan generar los polipéptidos recombinantes mas lentamente, de modo que puedan
plegarse a una velocidad acorde con la capacidad del mecanismo de plegamiento bacteriano evitando
sobrecargar a las chaperonas. Por ultimo, también ha habido un gran interés en mejorar el plegado
de proteinas recombinantes mediante la manipulacién de la respuesta al choque térmico (Carneiro et

al., 2013; Overton, 2014; Rosano et al., 2019).

Varios trabajos han reportado que las chaperonas reducen la agregacidn y se utilizan para aumentar
la produccion de la forma activa de las proteinas in vivo. Por ejemplo, la sobreexpresion de las
chaperonas dnaKk, dnaJ, grpE, y groELS junto con proteinas recombinantes ha permitido la produccién
exitosa de una serie de proteinas que de otro modo se acumularian principalmente en IB, como el
fragmento de anticuerpo monocatenario scFv, las tirosina quinasas humanas Csk, Fyn y Lck, un
alérgeno de polen de cedro, la lisozima humana, entre muchas otras (Kolaj et al., 2009). También se
ha aplicado esta estrategia utilizando IbpA/B en E. coli y se observé en cepas sobreproductoras de
estas HSPs una mayor acumulacidn de proteinas recombinantes gracias a que lIbpA/B evitan que sean

degradadas por proteasas citoplasmaticas (Han et al., 2004). No obstante, a pesar de su éxito
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comprobado como moduladores del plegado en los procesos de produccidon de un gran nimero de
proteinas, las chaperonas bacterianas (principalmente DnaK y GroEL y sus cofactores asociados)
también han mostrado efectos secundarios no deseados tales como bajos rendimientos, inhibicion
del crecimiento y promocién de la protedlisis de las proteinas recombinantes (Martinez-Alonso et al.,
2010). Estos resultados demuestran que ninguna de las chaperonas debe ser considerada capaz de
plegar correctamente cualquier proteina, dado que algunas chaperonas funcionan bien para un
sustrato, pero no para otros. Esto depende de la afinidad relativa entre la chaperona y los
intermediarios de plegado del sustrato, asi como también de la cinética de agregado. Estos parametros
son dificiles de predecir, por lo que el uso de chaperonas en aplicaciones biotecnolégicas depende de

pruebas empiricas (Mogk et al., 2002).

Biorrefinerias

Si bien la humanidad ha utilizado petréleo por cientos de afios, desde mediados del siglo XX el niumero
y variedad de aplicaciones para este producto aumentaron marcadamente, de forma tal que hoy en
dia encontramos derivados de este sustrato no renovable en casi todos los aspectos de la vida
moderna (Tambo, 2006). Usamos derivados del petrdleo como fuente principal de energia y también
como punto de partida para la sintesis de precursores quimicos que son luego convertidos en una gran
variedad de compuestos y materiales (Jang et al., 2012). En los ultimos afios, el hecho de que el
petréleo es un recurso finito y no renovable, asi como un aumento en la conciencia global por el
impacto de su consumo, dieron pie al desarrollo de alternativas sustentables y amigables con el medio
ambiente, tales como el uso de microorganismos para la produccidn de biocombustibles y precursores
guimicos a partir de sustratos renovables (Cho et al., 2015; Koutinas et al., 2014; Navarrete et al.,
2020). De manera analoga al término “refineria de petréleo”, este tipo de estrategias biotecnoldgicas
acufiaron el concepto de “biorrefineria”, en tanto se utiliza biomasa (en lugar de petrdéleo) para

obtener diferentes productos a través de procesos bioldgicos (Cherubini, 2010; Scholey et al., 2016).

No obstante, para que las biorrefinerias puedan competir con los procesos petroquimicos existentes,
se requiere de biocatalizadores que puedan hacer uso rdpido y eficiente del sustrato, y del uso de
sustratos renovables, econdmicos, que no compitan con la industria alimentaria. Dentro de este grupo
de sustratos estd la biomasa lignoceluldsica y diversos residuos agroindustriales, como por ejemplo el
glicerol. En cuanto a los biocatalizadores, se buscan microorganismos capaces de crecer a partir de los
sustratos antes indicados, especialmente que puedan utilizar hexosas y pentosas, de modo que todo
el azicar que compone la biomasa lignoceluldsica se pueda convertir en el producto deseado.

Ademas, deben ser organismos robustos, con facilidad para la manipulacion genética, resistentes a los
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inhibidores producidos durante el proceso de pretratamiento de biomasa, y con tolerancia a altas
concentraciones de sustrato y producto para obtener altos titulos del compuesto objetivo (Jarboe et

al., 2010).

Solventes
Etanol

Actualmente, el etanol es bioldgicamente producido a gran escala en varios paises, siendo los mayores
productores Estados Unidos, Brasil y China. Mundialmente, el 60% del bioetanol es producido a partir
de maiz, el 25% a partir de cafia de azucar y el resto a partir de melazas, trigo, y otros granos
(OECD/Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2021). El bioetanol es mayormente
utilizado como biocombustible y como precursor quimico para la produccidn de etileno y etilenglicol

por catalisis quimica (Jang et al., 2012).

Histéricamente, Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizado como el principal biocatalizador para la
produccién comercial de etanol. Esto se debe a que este microorganismo ha demostrado una gran
robustez en procesos industriales, ya que es capaz de tolerar amplios rangos de pH y altas
concentraciones de etanol (Tesfaw & Assefa, 2014). Ademds, se conocen sus caracteristicas
fisiolégicas y genéticas, y es considerado un microorganismo seguro. Entre las bacterias, la mas
utilizada es Zymomonas mobilis, un productor natural que puede utilizar glucosa, sacarosa y fructosa

como fuentes de carbono (Aditiya et al., 2016).

Si bien S. cerevisiae y Z. mobilis son buenos candidatos para la produccién de etanol, ambos
organismos carecen de la capacidad nativa de utilizar pentosas, el componente mayoritario de la
fraccidn de hemicelulosa de la biomasa que se utiliza como sustrato. En contraste, E. coli puede utilizar
todos los azlcares componentes de la biomasa lignoceluldsica, y puede fermentar sustratos como el
glicerol. Si bien E. coli produce etanol naturalmente a partir de acetil-CoA, en dos pasos catalizados
por la enzima alcohol-acetaldehido deshidrogenasa (Adh) (Figura 2), lo hace en bajas concentraciones,
siendo los acidos orgdanicos los que se acumulan como producto principal de la fermentacion (Jarboe
et al., 2010). Por esta razdén, se han utilizado diferentes estrategias de ingenieria metabdlica para
desarrollar bacterias capaces de producir etanol como producto principal de fermentacion a partir de

hexosas y pentosas (Jarboe et al., 2007; Olson et al., 2015).
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Figura 2. Camino metabdlico para la sintesis de etanol. El producto final esta resaltado con una caja rosa y se
muestra su estructura quimica. La enzima involucrada en la reaccién se muestra con letra azul. Flechas
multiples indican reacciones de varios pasos. Adh: Alcohol-aldehido deshidrogenasa.

Butanol

El butanol es ampliamente utilizado como solvente industrial y materia prima para la sintesis quimica.
Ademas, ofrece varias ventajas como sustituto de la gasolina comparado con el etanol, dado que
presenta menor presidon de vapor y mayor densidad de energia, y es poco soluble en agua (Atsumi et

al., 2008; Moon et al., 2016).

Si bien el butanol es mayormente producido por sintesis quimica a partir de derivados de la industria
del petrdleo, también puede ser eficientemente producido por bacterias del género Clostridium a
través de la fermentacién ABE (Acetona — Butanol — Etanol), siendo Clostridium acetobutylicum una
de las productoras mas utilizadas. No obstante, en los ultimos afios también se han puesto interés en
el estudio de otros productores naturales, especialmente bacterias terméfilas. Entre ellas, en nuestro
laboratorio hemos estudiado al anaerobio Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSUS,
que es capaz de producir butanol a partir de una amplia variedad de sustratos (Diaz Pefia et al., 2020).
Ademas de hexosas, pentosas, y los disacdridos sacarosa y celobiosa, T. thermosaccharolyticum GSU5
también produce butanol a partir de xilosa y residuo agricola de cafia, un tipo de biomasa

lignocelulésica no tratada.

La produccién de butanol mediante fermentaciones industriales ha cobrado cada vez mas relevancia
como potencial solucidn a la creciente preocupacién por el cambio climatico y los esfuerzos por
reemplazar el consumo de combustibles fosiles por fuentes renovables. Sin embargo, la produccion
industrial de butanol todavia debe superar varios desafios, como la competitividad de costos y el
desarrollo de cepas con mejor rendimiento y una mayor tolerancia a butanol (Green, 2011; Schiel-

Bengelsdorf et al., 2013).

1,3-propanodiol
El 1,3-propanodiol (1,3-PDO) es un precursor quimico de alto valor agregado, utilizado en una gran

variedad de aplicaciones. Por un lado, se usa para la produccién de una gama diversa de polimeros,
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incluyendo poliésteres y poliuretanos. Por otro lado, es utilizado directamente como componente
anticongelante en barnices, adhesivos y resinas, y también tiene aplicaciones en la industria médica,

cosmeética y alimenticia (Sabra et al., 2015; Saxena et al., 2009).

Actualmente, el 1,3-PDO es sintetizado a partir de sustancias quimicas derivadas del petrdleo como el
6xido de etileno o la acroleina, pero también puede ser obtenido mediante fermentacion bacteriana,
a partir de recursos renovables como glicerol o glucosa (Nakamura & Whited, 2003; Sabra et al., 2015;

Saxena et al., 2009).

Entre los productores naturales, el 1,3-PDO sélo puede ser obtenido a partir de glicerol por bacterias
de los géneros Klebsiella, Clostridium, Citrobacter, Enterobacter y Lactobacillus. De entre ellos, quienes
son considerados los mejores productores naturales son Clostridium butyricum vy Klebsiella
pneumoniae, dadas su mayor tolerancia al sustrato y su alto rendimiento y productividad (Saxena et
al.,, 2009). Sin embargo, dado que C. butyricum es un anaerobio estricto y K. pneumoniae es un
patégeno oportunista, se han realizado esfuerzos para desarrollar nuevas cepas capaces de producir
1,3-PDO industrialmente (Sabra et al., 2015). Tal es el caso de la firma DuPont and Genencor
International Inc. que desarrollé una cepa de E. coli capaz de producir 1,3-PDO a partir de glucosa
(Nakamura & Whited, 2003). En la actualidad, la empresa DuPont Tate and Lyle BioProducts produce
este compuesto utilizando glucosa obtenida por hidrélisis de maiz, y lo comercializa bajo los nombres
de Susterra y Zemea. Segun los datos publicados en su pagina de internet

(https://duponttateandlyle.com/sustainability/), el 1,3-PDO obtenido mediante este proceso produce

47% menos emisiones de gases de efecto invernadero y consume un 49% menos de energia no

renovable cuando se compara con la obtencidn a partir de derivados del petréleo.

La reaccion de sintesis de 1,3-PDO a partir de glicerol involucra dos pasos enzimaticos. El primer paso
es la deshidratacion del glicerol en 3-hidroxipropionaldehido, llevada a cabo por la enzima glicerol
deshidratasa (GDHt), dependiente de vitamina B12. El segundo paso es la reduccién del aldehido a
1,3-PDO en una reaccion dependiente de NADH, catalizada por la enzima 1,3-propanodiol
oxidoreductasa (PDOR) (Figura 3). Los multiples genes que codifican estas y otras actividades
funcionalmente relacionadas se encuentran fisicamente organizados en un cluster conocido como
reguldn dha. En K. pneumoniae, la GDHt se encuentra codificada en dhaB mientras que PDOR estd

codificada en dhaT (Jiang et al., 2016; Nakamura & Whited, 2003).
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H,0 NADH NaAD* 1,3-propanodiol
Glicerol — /| 3-hidroxipropionaldheido HO OH

GDHt PDOR N R

Figura 3. Camino metabdlico para la sintesis de 1,3-propanodiol. Los intermediarios metabdlicos principales se
muestran en negro. El producto final estd resaltado con una caja rosa y se muestra su estructura quimica. Las
enzimas involucradas en las reacciones se muestran con letra azul. GDHt: Glicerol deshidratasa. PDOR: 1,3-
propanodiol oxidoreductasa.

Estrés por solventes

El dafo provocado por los solventes ha sido extensamente estudiado en varios microorganismos. En
general, la toxicidad de estos compuestos estd altamente correlacionada con su hidrofobicidad, ya
gue ésta determina la medida en se acumulan en la membrana citoplasmatica. La acumulacion de
solventes en la membrana provoca el aumento de la permeabilidad y la fluidez de la bicapa, lo cual
puede conducir a la liberacidon de ATP, iones, fosfolipidos, ARN y proteinas. Esto interfiere con la
funcién de las proteinas embebidas en ella, interrumpiendo procesos clave como el transporte y la
transduccion de energia (Dunlop, 2011). En consecuencia, especies reactivas de oxigeno y radicales
toxicos tienden a acumularse y generar dafios en biomoléculas tales como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. Esto afecta la estabilidad del genoma, inhibe el progreso del ciclo celular, y perturba el
plegado y la sintesis proteica (Schalck et al., 2021). Dado que el mal funcionamiento de las proteinas,
debido a un mal plegamiento o agregacién, es uno de los efectos mas severos de los solventes, las
bacterias inducen chaperonas asociadas a la respuesta al choque térmico. El aumento en la expresidn
y abundancia de HSPs ha sido ampliamente reportado en E. coli y otras bacterias ante el etanol
(Horinouchi et al., 2010; Soufi et al., 2015), butanol (Alsaker et al., 2010; Brynildsen & Liao, 2009;
Rutherford et al., 2010) y 1,3-PDO (Szymanowska-Powatowska & Kubiak, 2015). Por otra parte, en
estas condiciones también se reprimen los genes relacionados con la respiracidn aerdbica y se inducen
los sistemas de respuesta a estrés oxidativo y la respuesta SOS (Schalck et al., 2021). Ademads, se ponen
en marcha mecanismos de detoxificacidn, tales como el procesamiento metabdlico de las sustancias
toxicas en otras menos toxicas, la utilizacion de transportadores y bombas moleculares para
expulsarlas, o la activacion de programas de biosintesis de metabolitos como aminoacidos y azlcares
que contrarrestan los efectos téxicos. También se ha observado el desarrollo de respuestas
adaptativas a largo plazo para superar la toxicidad producida por los solventes, por ejemplo mediante

la alteracién de la composicidn de la membrana y/o pared celular (Nicolaou et al., 2010).
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Estrategias para mejorar la tolerancia y la produccién de solventes

Se han puesto muchos esfuerzos en el desarrollo de microorganismos mas tolerantes a solventes
mediante manipulacién genética racional. Uno de los enfoques utilizados es la expresién de bombas
de eflujo, lo cual es una opcién prometedora para muchos biocombustibles, pero se ha demostrado
gue no es efectiva para algunos alcoholes como el butanol (Dunlop, 2011). Otra opcién es la expresion
de proteinas que cambian la composicién de la membrana celular. Por ejemplo, una isomerasa que
catalice el cambio cis a trans de los fosfolipidos, para bloquear la entrada de solventes. El problema
con esta estrategia es que, si bien puede ser Util para aumentar la tolerancia a solventes exégenos, no
lo es para mejorar la produccidn de dichos solventes. Por ultimo, otro enfoque es la expresion de
genes que reduzcan el estrés producido por las altas concentraciones de este tipo de sustancias, tales
como aquellos que codifican HSPs, enzimas redox y reguladores (Dunlop, 2011; Mukhopadhyay,

2015).

Varios estudios han demostrado que la sobreproduccién de HSPs y chaperonas puede aliviar los
efectos inhibitorios de varios biocombustibles y otras sustancias quimicas en diversas cepas
bacterianas. El efecto protector que ejercen probablemente se deba a la estabilizacién o replegado de
proteinas que son cruciales para el metabolismo celulary la supervivencia, y que son sensibles al estrés

producido por estos solventes (Nicolaou et al., 2010).

Por ejemplo, estudios realizados en los productores naturales C. acetobutylicum y en una cepa
tolerante a solventes de Clostridium beijerinckii mostraron una correlacidn entre la abundancia de la
chaperona GroEL y el aumento en la tolerancia a butanol y su rendimiento (Isar & Rangaswamy, 2012;
Mao et al., 2010). Por otro lado, en un trabajo realizado por Zingaro y Papoutsakis, se analizé el
impacto de la sobreexpresién del sistema autdlogo de chaperonas GroELS en la tolerancia de E. coli a
diversos alcoholes, tales como etanol, isobutanol, n-butanol y 1,2,4-butanotriol. Los autores
demostraron que GroELS era capaz de aumentar la viabilidad celular frente a todos los alcoholes
ensayados (Zingaro & Papoutsakis, 2013). A partir de estos resultados, los autores se propusieron
mejorar aln mas la tolerancia mediante el disefio de una respuesta a estrés semi-sintética en E. coli,
manipulando la expresion de las HSPs de la bacteria. Para ello, probaron diferentes combinaciones de
GrpE, GroELS y ClpB y diferentes métodos para coexpresarlas, logrando desarrollar una cepa capaz de

tolerar altos niveles de etanol, n-butanol y 1,2,4-butanotriol (Zingaro & Papoutsakis, 2012).

La sobreexpresion de chaperonas de otros organismos también produjo un aumento en la tolerancia
a solventes. En un estudio realizado por Abdelaal y colaboradores, se observé que la expresion
heterdloga de groELS de C. acetobutylicum en E. coli generd un aumento del crecimiento de la cepa

frente al butanol, isobutanol y etanol (Abdelaal et al., 2015). Ademas de GroELS, otras HSPs se han
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expresado en forma heterdloga en E. coli para aumentar la tolerancia a diversos solventes organicos
(Kang et al., 2007; Okochi et al., 2008). Mas aun, se expidid una patente que describe como la
expresion en C. acetobutylicum, E. coli y Z. mobillis de chaperonas de microorganismos termoéfilos
permite aumentar la tolerancia a etanol, butanol y otros alcoholes de cadena corta (Clark et al., 2014).
Por su parte, en especies de bacterias lacticas también se ha observado una correlacion entre la

expresion de HSPs y el aumento de la tolerancia a solventes (Desmond et al., 2004; Xia et al., 2016).

Como vimos, la manipulacién genética racional es una estrategia eficaz para mejorar la tolerancia
microbiana a solventes. Sin embargo, la aplicacién de este tipo de estrategias puede verse limitada a
menos que haya una comprensidon clara de los mecanismos de toxicidad y tolerancia.
Alternativamente, estrategias como la evolucidon adaptativa y la ingenieria de la maquinaria de
transcripcién global también han demostrado ser efectivas para el desarrollo de microorganismos mas

tolerantes a estos compuestos quimicos (Ling et al., 2014; Schalck et al., 2021).

La toxicidad de los solventes constituye una de las mayores limitaciones para la producciéon microbiana
de estos compuestos, dado que impide su acumulacidn en altas concentraciones (Blanch, 2012; Jarboe
et al., 2010). La coexpresidn de chaperonas junto con las vias de produccién homadlogas o heterélogas
para la produccidon de biocombustibles y sustancias quimicas de alto valor agregado parece ser una
estrategia prometedora para aumentar la productividad de las cepas (Xia et al., 2016). Uno de los
primeros trabajos en explorar este enfoque fue el de Tomas y colaboradores, en el cual observaron
qgue la sobreexpresién de groELS en C. acetobutylicum permitié obtener una mejor tolerancia a

butanol y un aumento del 32% en la produccién de este solvente (Tomas et al., 2003).

Estireno

Importancia industrial

El estireno es un producto quimico utilizado como materia prima para la produccién de numerosos
polimeros y co-polimeros de importancia industrial. La mayor parte del estireno producido se destina
a la fabricacidn de poliestireno, uno de los plasticos mas utilizados en la vida cotidiana (James & Castor,

2011).

Actualmente, el estireno se produce casi totalmente a partir de combustibles fdsiles a través de la
deshidrogenacion de etilbenceno, reaccién que requiere mas de 3 toneladas métricas de vapor por
tonelada métrica de estireno producido. Este requisito exorbitante hace que la produccién de estireno
sea la de mayor gasto de energia entre las rutas de produccidon de productos quimicos bdsicos

(McKenna & Nielsen, 2011).
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Produccion microbiana de estireno

Si bien se ha observado produccién natural de estireno en varios organismos, incluyendo
microorganismos como Penicillium camemberti y ciertas especies de plantas, las productividades
obtenidas con ellos son extremadamente bajas y no se han identificado hasta la fecha las enzimas ni

los genes asociados a dicha vias (McKenna & Nielsen, 2011).

Hace aproximadamente 10 afos, McKenna y colaboradores disefiaron una via biosintética para la
produccién de estireno a partir de azuUcares. Esta via heteréloga consta de dos pasos enzimaticos y
utiliza L-fenilalanina (L-Phe) como precursor de sintesis. En primer lugar, la L-Phe se convierte en acido
trans-cindmico (tCA), en una conversioén catalizada por la enzima fenilalanina amoniaco liasa (PAL) de
Arabidopsis thaliana. Posteriormente, la transformacién de tCA en estireno es catalizada por la enzima
acido ferulico descarboxilasa (FDC) de S. cerevisiae (Figura 4). Esta via se expresé por primera vez en
E. coli NST74 (desarrollada previamente para la sobreproducir L-Phe a partir de glucosa) y la cepa
resultante fue capaz de producir 260 mg/| de estireno a partir de 15 g/l de glucosa (McKenna &
Nielsen, 2011). El titulo obtenido por los investigadores fue muy cercano al umbral de toxicidad de
300 mg/l que ellos mismos determinaron para su cepa, al cual observaron una inhibicién completa del
crecimiento. Esto puso de manifiesto la necesidad de desarrollar estrategias para preservar el
crecimiento celular y la produccion, sorteando los efectos tdxicos del estireno para obtener

rendimientos econdmicamente viables.

NH, co, Estireno
L-fenilalanina _L, trans-cinamato _L. \
PAL FDC \—O

Figura 4. Camino metabdlico para la sintesis de estireno desarrollado por McKenna y Nielsen. Los
intermediarios metabdlicos principales se muestran en negro. El producto final esta resaltado con una caja
rosay se muestra su estructura quimica. Las enzimas involucradas en las reacciones se muestran con letra

azul. PAL: Fenilalanina amoniaco liasa. FDC: Acido ferdlico descarboxilasa.

Toxicidad del estireno

Se ha demostrado que el estireno es un compuesto téxico para E. coli en concentraciones que van
desde 110 a 300 mg/I (Liang et al., 2020; Liu et al., 2018; McKenna & Nielsen, 2011; Mingardon et al.,

2015). La toxicidad de los compuestos hidrofébicos como el estireno (log P = 2,95) se debe a que se
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acumulan en la membrana celular, alterando su integridad (Ramos et al.,, 2002). Mingardon vy
colaboradores fueron unos de los primeros en investigar los mecanismos moleculares necesarios para
el crecimiento de E. coli en presencia de estireno. Los autores determinaron que la eliminacién de la
bomba de eflujo AcrAB-TolC tenia un fuerte impacto negativo tanto en el crecimiento como en la
produccién de estireno, y propusieron que dicha bomba juega un papel fundamental en la tolerancia

a este compuesto (Mingardon et al., 2015).

Lian y colaboradores caracterizaron el dafio a la membrana producido por este compuesto, y
sugirieron que existen diferencias en la respuesta de E. coli al estireno cuando se agrega directamente
a los cultivos en comparacién con el producido en forma enddgena. Especificamente, los autores
encontraron que menos del 10% de las células expuestas al estireno exdgeno vieron afectada la
integridad de su membrana, mientras que mas del 50% de las células productoras mostraron
membranas dafiadas (Lian et al., 2016). Estudios de transcriptémica realizados a tiempos cortos de
exposicidon (2 a 6 h) coinciden con Lian y colaboradores en que las respuestas varian dependiendo si
la exposicién a estireno es exdgena o enddgena (Webb et al.,, 2022). No obstante, al analizar los
cambios en el transcriptoma en tiempos largos de exposicidn (27 h), la respuesta de E. coli es similar
para los dos modos de exposicion. El estireno causa dafos tanto en la envoltura celular como en el
DNA, a lo que las células responden reprimiendo la expresién de vias involucradas en la replicacion
del DNA, la produccion de proteinas y la biogénesis de la pared celular. Entre los genes cuya expresidon
aumenta mas significativamente se encontraron genes relacionados con la respuesta de choque de
fagos (pspABCDE/G), reguladores generales de estrés (rpoHy marA), y genes que alteran la membrana
celular (bhsA, ompR y IdtC) (Machas et al., 2021). También se vieron inducidos los genes ibpA e ibpB,
sobre todo en respuesta al estireno exégeno. Sorprendentemente, los transportadores de eflujo no
se vieron afectados, ni siquiera AcrAB-TolC, que en trabajos previos se habia demostrado que estaba

implicado en la tolerancia a estireno (Mingardon et al., 2015).

Estudios de tolerancia en cepas mutantes puntuales demostraron que la delecién de genes
involucrados en el control de la composicidn, osmorregulacidn y constriccién de la membrana externa
(ompR, tolQ, tolA o tolR) genera una reduccién del crecimiento respecto de la cepa salvaje. Por el
contrario, la sobreexpresion de plsX, que participa en la biosintesis de fosfolipidos, condujo a un mayor
crecimiento en presencia de estireno (Machas et al., 2021). Otros trabajos que evaluaron el impacto
gue las modificaciones en la composicién de la membrana tienen en la tolerancia al estireno fueron
los de Tan y colaboradores. En ellos se observé que la sobreexpresion de pssAy del gen heterdlogo cti
de Pseudomonas aeruginosa en E. coli aumentd la tolerancia al estireno en un 16% y 17%,

respectivamente (Tan et al., 2016, 2017).
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Estrategias para mejorar la produccion de estireno

A pesar de que el diseiio de la via sintética de produccidn de estireno es relativamente reciente, son
varios los estudios que se han enfocado en tratar de mejorar la productividad del proceso de sintesis.
Uno de los primeros trabajos, llevado a cabo por McKenna y colaboradores, se enfocé en la remocién
in situ del producto final. Por un lado, los autores llevaron a cabo una estrategia de extraccidon con
solventes, tales como n-dodecano, n-hexadecano y ftalato de bis(2-etilhexilo) (BEHP). Dichos
solventes fueron afiadidos al medio de cultivo en una fraccidn de volumen de 0,2 con el objetivo de
extraer selectivamente el estireno del cultivo a medida que se produce, eliminando asi su potencial
acumulacién hasta niveles inhibitorios. De los tres solventes ensayados, el que resulté mas eficiente
fue el BEHP, con el cual lograron producir 836 mg/I de estireno. Por otro lado, los autores también
exploraron otra estrategia de remocidn in situ: la extraccién de gases. En este caso, utilizaron un
protocolo de extraccidén intermitente y, cuantificando el estireno en los gases de escape, obtuvieron

un titulo de 561 mg/I en cultivos en biorreactor (McKenna et al., 2015).

Uno de los enfoques mas tradicionales para mejorar la producciéon de un compuesto es aumentar la
disponibilidad de sus precursores. En el caso de la via disefiada para el estireno, los precursores de
sintesis son la L-Phe y el tCA (Figura 4). Por un lado, Liu y colaboradores sobreexpresaron varios genes
del metabolismo central para aumentar el flujo de carbono hacia L-Phe en la cepa E. coli BL21(DE3).
Ademas de estas modificaciones, los autores desplegaron una serie de estrategias para optimizar la
biosintesis de estireno tales como el screening de diferentes enzimas PAL, la optimizacion de codones,
pladsmidos y tiempos de cultivo, y la remocién in situ con miristrato de isopropilo. La cepa resultante
produjo 350 mg/| de estireno en cultivos en frasco agitado (Liu et al., 2018). Por otro lado, Lee y
colaboradores se valieron de la cepa E. coli YHPO5, que habian previamente desarrollado para
sobreproducir tCA, y la utilizaron como hospedador para la sintesis de estireno. Los autores
optimizaron los sistemas de expresion de PAL y FDC, asi como los medios y tiempos de cultivo, y
lograron producir 1,7 g/l de estireno en cultivos de frasco agitado, utilizando n-dodecano para la
recuperacion in situ del producto. Ademas, hicieron cultivos en lote alimentado en un biorreactor a
escala de laboratorio, conectado a la salida de aire con tres botellas consecutivas con n-dodecano para
minimizar la pérdida de estireno. En estas condiciones, obtuvieron un titulo total de estireno de 5,3
g/l, con una productividad de 88 mg/I-h, lo cual representa el mayor titulo y productividad informados
hasta la fecha (K. Lee et al., 2019). Por su parte, McKenna y colaboradores utilizaron estrategias
combinadas de evolucidon e ingenieria metabdlica para desarrollar una cepa de S. cerevisiae
sobreproductora de L-Phe. Dado que S. cerevisiae porta de manera nativa el gen fdc, los autores sélo

tuvieron que incorporar un plasmido que exprese PAL para obtener una cepa productora de estireno
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(McKenna et al., 2014). No obstante, la productividad obtenida en este hospedador fue mucho menor

a las alcanzadas con E. coli.

El desarrollo de cepas mas tolerantes al estireno es otro método que puede conducir a un aumento
de la produccién. Por ejemplo, Liang y colaboradores construyeron una biblioteca de 85.420
mutaciones de reguladores transcripcionales dirigida a 54 genes con el fin de buscar mutantes con
mayor resistencia a estireno capaces de producir mayores titulos de este compuesto. La mejor
candidata obtenida por los autores fue una cepa mutante lexA, que afecta al represor transcripcional
de la respuesta SOS, con la cual lograron producir 330 mg/| de estireno en cultivos en frasco agitado,
y 3,15 g/l en fermentaciones de lote alimentado usando extraccion de gas (Liang et al., 2020). Otra
estrategia utilizada consiste en independizarse de la toxicidad del estireno mediante la biosintesis libre
de células. Los autores de este trabajo sintetizaron las enzimas PAL y FDC en extractos crudos de E.
coliy luego los combinaron con una solucidn de L-Phe para producir 4,2 g/l de estireno in vitro (Grubbe

et al., 2020).

Por ultimo, en un trabajo publicado hace unos meses, se utilizaron herramientas multiomicas para
mejorar el rendimiento de una cepa productora de estireno. Los investigadores llevaron a cabo analisis
de transcriptdomica, protedmica, metaboldmica y lipiddmica a diferentes tiempos de fermentacién, y
con la informacion recabada en ellos hicieron modificaciones genéticas a la cepa productora. Luego
de identificar a los candidatos mas prometedores, combinaron sus modificaciones puntuales para
mejorar aun mas la productividad. De esta forma obtuvieron una cepa mutante aaeA que
sobreexpresa cpxP con la cual obtuvieron 1,85 g de estireno, con una productividad de
aproximadamente 70 mg/I-h. Los autores sugieren que la mutacion aaeA mejora la productividad de
estireno por la interrupciéon de la bomba de eflujo AaeXAB, lo cual aumenta la concentracidn
intracelular de tCA. Por su parte, CpxP es una chaperona peripldsmica que esta involucrada en la

resistencia a estreses extra-citoplasmaticos (Webb et al., 2022).

Tercera parte: Phasinas

Polihidroxialcanoatos y GAPs

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres naturales producidos y acumulados por diversas
especies de bacterias y arqueas como compuestos de almacenamiento de carbono y energia bajo
condiciones limitantes de nutrientes (como nitrégeno, oxigeno o fésforo) y/o condiciones de estrés

ambiental. En particular, su produccidn se ve favorecida cuando hay un exceso de fuente de carbono
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y una deficiencia en nitrégeno (es decir cuando la relacion carbono/nitrégeno es alta). Estos polimeros
han adquirido relevancia en las ultimas décadas porque muestran propiedades similares a los plasticos
derivados del petréleo. Pero, a diferencia de ellos, son biodegradables y biocompatibles, lo cual los

convierte en una alternativa versatil y ecolégica (Madison & Huisman, 1999).

La funcion fisiolégica de los PHA acumulados en bacterias es proporcionar nutrientes para la energia
y el metabolismo del carbono durante las fases de inaniciéon o bajo distintas condiciones de estrés
(Jendrossek, 2009). Mas aln, se observd en bacterias de varios géneros, como Cupriavidus y
Pseudomonas, que la capacidad de acumular y utilizar PHA otorga a las células una mayor capacidad
de supervivencia a estrés oxidativo, térmico, frio y a congelaciéon (Anderson & Dawes, 1990; Ayub et

al., 2004, 2009; Lépez et al., 1995; Ruiz et al., 1999, 2001).

Segun la longitud del mondémero, estos polimeros se clasifican como PHA de cadena corta (PHAscl por
sus siglas en inglés) cuando contienen monémeros de 3 a 5 C, o cadena media (PHAmcl por sus siglas
en inglés) cuando contienen mondémeros de 6 a 16 C (Figura 5A). El PHA mas conocido y mas
abundante es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), compuesto por monémeros de -3-hidroxibutirato (4
C, un PHAscl) (Anderson & Dawes, 1990). La biosintesis de PHB ha sido estudiada en detalle en
Cupriavidus necator (este microorganismo antes era denominado Ralstonia eutropha, pero en el resto
de la tesis sera referido por su nueva denominacidén). En esta bacteria, asi como en la mayoria de los
microorganismos productores de PHB, una B-cetotiolasa condensa dos moléculas de acetil-CoA
formando una molécula de acetoacetil-CoA. En el segundo paso, el acetoacetil-CoA se reduce a 3-
hidroxibutiril-CoA por la accidn de una acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADPH. Finalmente,
el PHB es sintetizado gracias a la polimerizacion del 3-hidroxibutiril-CoA, catalizada por la PHB sintasa.
Estas enzimas son codificadas por los genes phbA, phbB y phbC, respectivamente (también

denominados phaA, phaBy phaC) (Madison & Huisman, 1999) (Figura 5B y C).

Los PHA se acumulan en cuerpos de inclusidn intracelulares, llamados granulos, que pueden ocupar
hasta el 90% del volumen celular y estdn rodeados por una capa proteica bien organizada, compuesta
por varias proteinas asociadas al granulo (GAPs por sus siglas en inglés). Las GAPs incluyen algunas
proteinas con funciones enzimaticas, como polimerasas (PhaC) y depolimerasas (PhaZ), proteinas con
actividades regulatorias (PhaR) y una variedad de proteinas pequefas con diferentes funciones,
conocidas colectivamente como phasinas, los componentes mas abundantes de la capa proteica que

rodea los granulos (Merrick & Doudoroff, 1961; Mezzina et al., 2020; Pieper-First et al., 1994).
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Figura 5. Metabolismo de los PHA. A) Estructura general de los polihidroxialcanoatos. El subindice m indica la
extension del monémero; n puede variar en la mayoria de los casos entre 100 y 30.000; R representa la cadena
alquilica lateral. B) Genes de sintesis de PHB. Los genes phbA, phbB, y phbC, forman parte de un operdn, y
codifican una B-cetotiolasa, una acetoacetil-CoA-reductasa, y una PHB sintasa, respectivamente. C) Reacciones
involucradas en la sintesis de PHB.

Las phasinas fueron descritas por primera vez en 1994 por Pieper-First y colaboradores, quienes
identificaron una proteina de bajo peso molecular, GA14, asociada a los granulos de PHA en
Rhodococcus ruber. Dado que estas proteinas forman una capa en la superficie de los granulos de PHA,
se denominaron phasinas (PhaP) en analogia con las oleosinas, unas proteinas que forman una capa
en la superficie de las inclusiones de triacilglicerol en las plantas oleaginosas (Pieper-First et al., 1994).
El analisis de otras bacterias productoras de PHA reveld que todas presentaban phasinas como los
principales componentes proteicos de los granulos de PHA. Estas proteinas anfipaticas de bajo peso
molecular desempefan una importante funcidén estructural, formando una interfase entre el
contenido hidrofdbico de los granulos de PHA y el contenido hidrofilico del citoplasma. Ademas, se ha
descrito que las phasinas promueven el crecimiento bacteriano y la sintesis de PHA y afectan el
numero, el tamafio y la distribucién de los granulos (de Almeida et al., 2007; Wieczorek et al., 1995;

York, Junker, et al., 2001).

Funciones de las phasinas

Basados principalmente en observaciones de las phasinas de C. necator y Pseudomonas, los primeros
estudios que analizaron el rol de estas proteinas propusieron tres mecanismos para explicar su
capacidad de promover la sintesis de PHA. En el primero, las phasinas incrementarian la produccién

del polimero uniéndose a los granulos, aumentando de esta manera su relacion superficie/volumen,
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estabilizandolos y evitando que se unan entre si. Esta hipdtesis esta respaldada por varios estudios
gue demostraron que cepas mutantes incapaces de producir phasinas tienen menor cantidad de
granulosy, a su vez, éstos son mas grandes, en comparacién con las cepas que producen PhaP (Pieper-
Flrst et al., 1994; Wieczorek et al., 1995). El segundo mecanismo sostiene que las phasinas podrian
interactuar directamente con la PHA sintasa, activando la sintesis del polimero. Esto se basa en uno
de los primeros estudios de Wieczorek y colaboradores en el cual mostraron que PhaC tenia menor
actividad en mutantes phaP de C. necator (Wieczorek et al., 1995). Afios mas tarde se demostré que
la phasina de C. necator es capaz de aumentar la actividad in vitro de PhaC de Aeromonas caviae y de
PhaC1y PhaC2 de P. aeruginosa (Ushimaru et al., 2014). Estudios realizados con las phasinas PhaM de
C. necator y PhaP de Synechocystis sp. PCC 6803 también reforzaron esta hipdtesis (Hauf et al., 2015;
Pfeiffer & Jendrossek, 2014). Por ultimo, el tercer mecanismo propone que las phasinas promueven
la produccion de PHA indirectamente, evitando que otras proteinas inespecificas se unan a los
granulos (Maehara et al., 1999). Por ejemplo, en experimentos realizados en E. coli recombinante
productora de PHA se observé que, en ausencia de phasinas, disminuyd la sintesis del polimero y se
sintetizaron grandes cantidades de la proteina de choque térmico HspA, la cual se encontrd unida a la

superficie del granulo (Tessmer et al., 2007).

A medida que continuaron los estudios de phasinas, se describieron mas funciones para estas
proteinas (Figura 6). Por un lado, se describié que actian como activadores de PHA depolimerasas,
favoreciendo la utilizacién del polimero, como en el caso de ApdA de Rhodospirillum rubrumy Mms16
de Magnetospirillum gryphiswaldense (Handrick et al., 2004; Schultheiss et al., 2005). Por otro lado,
se ha observado que funcionan como reguladores positivos y negativos de la transcripcion de phaC,
como en el caso de PhaF de Pseudomonas putida y PhaP de Aeromonas hydrophila (Prieto et al., 1999;
Tian et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que algunas phasinas tienen un rol fundamental en el
control de la localizacion celular de los granulos y en su segregaciéon durante la divisiéon celular,
asegurando una distribucién equitativa de los mismos en las células hijas (Galdn et al., 2011; Pfeiffer

et al., 2011).
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Figura 6. Funciones de las phasinas relacionadas con el metabolismo de PHA. Panel superior: Algunas phasinas

regulan la transcripcion de los genes de sintesis de PHA, mientras que otras activan la funcién de PhaC o PhaZ.

Panel inferior: las phasinas son los componentes principales de la superficie de los granulos de PHA y algunas
pueden unirse al DNA y/o participar en la segregacion de los granulos durante la divisidn celular.

Familias de phasinas

A pesar de que las phasinas no constituyen un grupo altamente conservado, se han definido varios
motivos proteicos comparando el gran nimero de phasinas encontradas en bacterias pertenecientes
a diferentes grupos taxonémicos. Segun la base de datos de Pfam (http://pfam.xfam.org/), hay cuatro

familias de phasinas, cada una de las cuales contiene un dominio caracteristico (Tabla 1).
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Tabla 1: Familias de phasinas

Familia

Pfam Dominio Taxon representativo Phasina representativa
PF09361 Phasin_2 Cupriavidus, Azotobacter PhaP de C. necator
PF09602 PhaP_Bmeg Bacillus PhaP de Bacillus megaterium

PF09650 PHA_gran_rgn Diversas Proteobacteria -

PFO5597 Phasin Pseudomonas PhaF de P. putida

La primera familia (PF09361) es la mas grande e incluye secuencias encontradas en bacterias
pertenecientes a Alpha-, Beta- y Gammaproteobacteria, como la phasina mds estudiada, PhaP1 de C.
necator. El segundo (PF09602) corresponde a phasinas encontradas en especies de Bacillus, y el
tercero (PF09650) contiene un grupo diverso de proteinas, en su mayoria no caracterizadas,
pertenecientes a diferentes Proteobacterias. La ultima familia (PFO5597) contiene proteinas de
diferentes Proteobacterias, la mayoria de las cuales se encuentran relacionadas con Pseudomonas,

entre ellas PhaF de P. putida.

Aunque la mayoria de las phasinas conocidas se pueden clasificar en uno de estos cuatro grupos, hay
algunas que no contienen ninguno de los dominios relacionados con las phasinas, como GA14 de R.
ruber, la primera phasina identificada (Pieper-First et al., 1995). Este es también el caso de las
phasinas de cianobacterias, como PhaP de Synechocystis sp. PCC 6803 (Hauf et al., 2015), y las

phasinas de arqueas.

Las diferentes familias en las que pueden clasificarse las phasinas parecen reflejar tanto su origen
filogenético como el tipo de PHA al que se unen. La mayoria de las phasinas caracterizadas hasta la
fecha pertenecen al phylum Proteobacteria. Entre ellos, las phasinas del grupo PF09650 y PF09361
estdn relacionadas con los PHAscl, mientras que las phasinas relacionadas con PHAmcl, en su mayoria
pertenecientes a especies de Pseudomonas, constituyen un grupo separado (familia PF05597). A su
vez, aunque la mayoria de las especies de Pseudomonas acumulan solo PHAmcl, se ha observado que
varias cepas acumulan tanto PHAmcl como PHB (Ayub et al., 2007; Hokamura et al., 2015). Estas
bacterias contienen grupos de genes de biosintesis separados para cada polimero y phasinas

pertenecientes a distintas familias (Mezzina & Pettinari, 2016).
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Estructura de las phasinas

Existen relativamente pocos trabajos que investiguen la estructura de las phasinas. En particular, se
han realizado andlisis estructurales de baja resolucidon y predicciones in silico para dilucidar la
estructura de phasinas como PhaP de C. necator, PhaP de Azotobacter sp. FA8, PhaF de P. putida, PhaP
de A. hydrophila y PhaP de Synechocystis sp. PCC 6803 (Hauf et al., 2015; Maestro et al., 2013; Mezzina
et al., 2014; Neumann et al., 2008; Zhao et al., 2016). En ellos, se encontrdé que una caracteristica
general de las phasinas es tener un alto porcentaje (cerca del 90%) de aminodcidos en una
conformacion de a-hélice. Sin embargo, en algunos de estos trabajos también se observé que la
proporcién de residuos en una conformacion de hélice a cambia segun el entorno, siendo mayor en
presencia de solventes estabilizadores de estructura o con la adicién de oleato de sodio, que crea un
ambiente hidrofébico que imita al PHB. Otra caracteristica estructural que se ha reconocido
recientemente en las phasinas es la presencia de regiones desordenadas, es decir, regiones que no se
pliegan en una estructura tridimensional determinada, sino que forman ensamblados dindmicos que
les dan flexibilidad. Se ha propuesto que la presencia de este tipo de regiones desestructuradas en las
phasinas podria contribuir a la diversidad funcional observada en estas proteinas (Maestro et al., 2013;

Mezzina et al., 2014; Mezzina & Pettinari, 2016).

Ademas, todas las phasinas forman oligdmeros y la mayoria de los estudios indican que estas proteinas
son normalmente tetrdmeros en solucién (Hauf et al., 2015; Maestro et al., 2013; Mezzina et al., 2014;
Zhao et al., 2016). Sin embargo, se ha descripto que algunas forman otros tipos de oligdmeros, como
dimeros, trimeros y dodecameros (Neumann et al., 2008; Pfeiffer & Jendrossek, 2013). La presencia
de motivos coiled-coil es otra caracteristica estructural comun. Se ha propuesto que estas regiones
estan involucradas en la oligomerizacidon y/o interaccién con otras proteinas. Aunque se ha
demostrado que todas las phasinas tienen mediana o alta probabilidad de contener regiones coiled-
coil, la ubicacién y extension de estas regiones difiere mucho, incluso entre phasinas pertenecientes
a la misma familia. Esto sugiere que la interaccion entre los mondémeros, con los granulos de PHA, con
otras phasinas u otras proteinas, puede diferir para las distintas phasinas (Maestro et al., 2013;

Mezzina et al., 2014).

Aplicaciones de las phasinas

Se han descripto diversas aplicaciones biotecnolégicas para las phasinas, que van desde la
optimizacidn de la produccién de bioplasticos, proteinas y biocatalizadores, hasta el desarrollo de

herramientas para uso biomédico y remediacion ambiental (Brown et al., 2022).
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Como las proteinas mayoritarias en la superficie de los granulos, las phasinas han sido empleadas para
mejorar la produccion de PHA en multiples aspectos, como aumentar la acumulacién del polimero
(York, Stubbe, et al., 2001), alterar su composicién (Kawashima et al., 2015) y mejorar el

procesamiento post cosecha (Rahman et al., 2013).

Por otro lado, aprovechando su afinidad por los granulos de PHA, se ha fusionado una gran variedad
de proteinas a diversas phasinas con el objetivo de inmovilizarlas uniéndolas a los granulos de
polimero. Esta estrategia se utilizd para facilitar la purificacidon de proteinas recombinantes (Banki et
al., 2005; Moldes et al., 2004), para mejorar la estabilidad de biocatalizadores (J. H. Lee et al., 2016;
R. Li et al., 2019; H.-M. Seo et al., 2016), y para optimizar la clasificacion de células activada por
fluorescencia (FACS) (Backstrom et al., 2007). También se han utilizado fusiones de proteinas a
phasinas para desarrollar sistemas de delivery de drogas mediados por receptores utilizando
nanoparticulas de PHA (Fan et al., 2018; Yao et al., 2008) y para la ingenieria de tejidos (Y. Dong et al.,
2010; X. Li et al., 2015). Por ultimo, la naturaleza anfipatica de las phasinas se ha utilizado para su

aplicacidon como biosurfactantes (Mato et al., 2019; Wei et al., 2011).

Cuarta parte: La phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8

Caracterizacion de los genes de sintesis de PHB en Azotobacter sp. FA8

Azotobacter sp. FA8 es una bacteria aerdébica, fijadora de nitrégeno, aislada del suelo, que es capaz de
acumular PHB hasta un 70% de su peso seco cuando se cultiva en diversas fuentes de carbono como
glucosa, gluconato y sacarosa (Quagliano et al., 1994). En estudios previos de nuestro laboratorio se
identificaron y clonaron los genes implicados en el metabolismo de PHB de esta bacteria. Se
caracterizaron 3 genes responsables de la sintesis de PHB: phaB, phaA y phaC, los cuales codifican una
acetoacetil-CoA reductasa, una B-cetotiolasa y una PHB sintasa, respectivamente (Pettinari et al.,
2001). Ademas, se hallaron 3 genes con posible funcién regulatoria, phaR, phaP y phaF, los cuales
estan ubicados rio arriba de los genes estructurales, flanqueados por dos secuencias de insercion

(Figura 7) (Pettinari et al., 2003).

Las funciones regulatorias de PhaF y PhaR se dedujeron por homologia de secuencia. Estas proteinas
actuarian como regulador de la expresiéon de phasinas y activador de la transcripcion de los genes de
sintesis de PHB, respectivamente. Por su parte, cuando se buscaron secuencias homélogas a la del
producto del gen phaP, se encontré un 91% de identidad con la phasina PhbP de Azotobacter

vinelandiiy un 37% con la correspondiente a C. necator. Ademas, se pudo verificar experimentalmente
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qgue PhaP tiene funcién de phasina, ya que se detectd su presencia como una de las proteinas

mayoritarias en la superficie de los granulos de PHB (Pettinari et al., 2003).

ISr  phaF  phaP phaR ISAzspl phaB phaA phaC
525 pb 564 pb 1110 pb 746pb 1178 pb 1703 pb

Figura 7. Organizacion de la region del genoma de Azotobacter sp. FA8 que contiene los genes pha. El gen
phaB codifica una acetoacetil-coA reductasa, phaA codifica una B-cetotiolasa, y phaC, una PHA sintasa. Los
genes phaF y phaR codifican probables reguladores de la sintesis de PHB, mientras que phaP codifica una
proteina de unién a granulos de PHB.

Efecto de PhaP de Azotobacter sp. FA8 en E. coli recombinante

Efecto de PhaP sobre la producciéon de PHB

Los genes de sintesis de PHB de Azotobacter sp. FA8 (phaBAC) fueron clonados en plasmidos de
expresion y se utilizaron para la construccion de cepas de E. coli recombinante que acumulan polimero

a partir de diferentes fuentes de carbono (Nikel et al., 2006).

Si bien E. coli presenta varias ventajas frente a los productores naturales para la acumulacién de PHA
a bajo costo y con alta productividad, se ha observado que la sintesis recombinante del polimero
afecta el metabolismo vy la fisiologia de esta bacteria. En un estudio de protedmica se observé que la
acumulacién de PHB en E. coli recombinante provocaba una disminucion del 30% en la concentracion
de proteinas solubles totales y un aumento de la sintesis de proteinas como YfiD, que se expresa en
respuesta a estrés acido, y GroEL, GroES y DnaK, que se expresan en respuesta a estrés térmico (Han
et al., 2001). Estos resultados sugerian que la acumulacidon de PHB en E. coli genera estrés en las
células, reduciendo su capacidad de sintetizar proteinas e induciendo la expresion de varias proteinas
protectoras. En base al aumento observado en la expresién de las HSPs, se ha propuesto que la
acumulacién de polimero induce una respuesta de choque térmico, fendmeno que se ve intensificado
en productores no naturales por la ausencia de phasinas. Sin estas proteinas, que participan en la
formacidn de los granulos del polimero y que los recubren eficientemente, el PHB hidrofébico podria
entrar en contacto directo con otros componentes celulares, como DNA, RNA y proteinas, provocando

su desnaturalizacidn en la superficie de los granulos (Han et al., 2001).

En linea con estos resultados, en nuestro laboratorio se estudié el efecto de la phasina PhaP de

Azotobacter sp. FA8 en la acumulacién de PHB y el crecimiento bacteriano. Para ello se construyd una
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cepa recombinante de E. coli que expresa los genes phaBAC de Azotobacter sp. FA8, y luego fue
transformada con un plasmido que expresa phaP de Azotobacter sp. FA8, o el mismo plasmido vacio.
Cuando las cepas fueron crecidas en cultivos en frasco agitado y en biorreactor se observé que las

cepas que expresaban phaP crecian mas y contenian mas polimero (Figura 8) (de Almeida et al., 2007).

Biomasa PHB
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Figura 8. Efecto de la expresion de PhaP sobre la acumulacion de biomasa y PHB en E. coli recombinante. Las
cepas son derivadas de E. coli K1060 portando los genes phaBAC de Azotobacter sp. FA8 (control) o los genes
phaBACy phaP de Azotobacter sp. FA8 (PhaP). Los cultivos fueron crecidos por 48 h en medio MYA
suplementado con 30 g/l de glucosa o glicerol en condiciones de aerobiosis. Construido a partir de datos
publicados en de Almeida et al., 2007.

Estos resultados sugieren que PhaP ejerce un efecto promotor del crecimiento en los recombinantes
gue sintetizan PHB, probablemente actuando como una barrera entre el polimero y los componentes
citoplasmaticos. Otros grupos de investigacidon obtuvieron resultados similares cuando expresaron
phasinas provenientes de distintas fuentes junto con los genes de biosintesis del polimero en E. coli
recombinante. En estos trabajos también se observd que las phasinas se unian a los granulos de
polimero, aumentando el crecimiento y la produccién de PHB de los recombinantes (Maehara et al.,

1999; M. C. Seo et al., 2003; Tessmer et al., 2007; York et al., 2002).

A continuacién, en nuestro laboratorio se realizaron estudios para analizar el estrés generado por la
sintesis de PHB en E. coli e investigar la posibilidad de que la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8
pudiera aliviar dicho estrés. Para ello se trabajo con las mismas cepas recombinantes antes descriptas
y se estudid, mediante qRT-PCR, el efecto de la acumulacién de PHB sobre la expresion de diferentes

genes relacionados con la respuesta a estrés. En estos experimentos se observé en la cepa productora
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de polimero un aumento en la expresion de varios de estos genes, particularmente los de las
chaperonas DnaK e lbpA, al comparar su expresidn contra la cepa control no productora de PHB
(Figura 9A a C, barras blancas). Estos resultados ponen de manifiesto que la sintesis del polimero
ejerce un estrés en las células, similar al producido por choque térmico, y coinciden con los obtenidos
por Han y colaboradores, quienes también habian observado un aumento de la expresidon de HSPs

como DnakK, GroEL y GroES en cepas de E. coli productoras de PHB (Han et al., 2001).
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Figura 9. Efectos del PHB y PhaP en la expresion de genes involucrados en la respuesta a estrés por qRT-PCR.
La expresidn de chaperonas (A), factores sigma (B), y genes relacionados a estrés (C) de una cepa productora
de PHB (barras blancas) y cepa una productora de PHB y PhaP de Azotobacter sp. FA8 (barras negras) fue
comparada con la expresidon de estos mismos genes en una cepa control no productora de polimero. D) La
expresién de los genes en la cepa productora de PHB y PhaP fue comparada con su expresién en la cepa
productora de PHB que no expresa la phasina. Tomado de de Almeida et al., 2007.

No obstante, este efecto no se observo en la cepa productora de PHB que expresa phaP, en la cual los
niveles de expresién de los genes relacionados al estrés térmico fueron incluso mas bajos que en las
cepas control sin PHB (Figura 9) (de Almeida et al., 2011). Estos resultados indican claramente que la

presencia de PhaP disminuye el estrés producido por la presencia del polimero.

En base a estos resultados surgié la hipotesis de que la produccién de PHB induce la respuesta al
choque térmico debido a una disminucion de chaperonas citoplasmaticas disponibles por captura de

las mismas sobre la superficie de los granulos de PHB. Dado que las chaperonas libres se unen e
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inactivan a las moléculas de RpoH disponibles, la unién de estas proteinas a los granulos de PHB
liberaria a RpoH, induciendo la expresién de genes de choque térmico. Esta hipdtesis se ve reforzada
por los trabajos que describen la unién de HSPs como IbpA/B, DnaK y GroEL a los granulos de PHB en
productores naturales y recombinantes que no producen phasinas (Han et al., 2006; Potter et al.,
2004; Tessmer et al., 2007). En presencia de las phasinas, son estas proteinas las que se unen a los
granulos de polimero, previniendo la unién de las chaperonas a los mismos. De esta forma, se
incrementarian los niveles de chaperonas libres en citoplasma, que podrian unirse e inactivar a RpoH,
disminuyendo consecuentemente la respuesta a choque térmico y la expresién de las chaperonas por

él inducidas (Figura 10) (de Almeida et al., 2011).
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Figura 10. Modelo hipotético del efecto de PhaP en células que producen PHB. Adaptado de Mezzina, et al.,
2017.

Efecto de PhaP en cepas no productoras de PHB

En los experimentos antes descriptos se observd que la expresion de phaP de Azotobacter sp. FA8 en
las cepas productoras de PHB disminuye la expresién de los genes de chaperonas ibpA, groEL, groESy
dnak a niveles por debajo de los observados en células no productoras de polimero (Figura 9). Esto
indico que la expresidon de phaP disminuye significativamente el estrés celular durante el crecimiento,
y que su efecto va mas alld de la proteccién frente al estrés provocado por el PHB. Este fue un
resultado imprevisto, ya que se sabe que la expresién de proteinas heterdlogas induce la respuesta a

choque térmico en vez de reducirla. A la luz de estos hallazgos, se decidid analizar mas profundamente
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el efecto de PhaP en cepas no productoras de polimero. Dado que la transcripcidn de ibpA fue la mas
afectada por la expresion de phaP, se trabajé con una cepa de E. coli que posee una fusion del
promotor de ibpA con el gen reportero lacZ (Bianchi & Baneyx, 1999). De esta forma, se analizo el
efecto de PhaP en la viabilidad celular y la expresion de ibpA tanto en condiciones normales como de
estrés. Los resultados mostraron que la expresién de phaP en cepas no productoras de PHB mejoré el
crecimiento de la cepa en condiciones normales y aumenté la viabilidad celular tanto frente a estrés
térmico como a estrés oxidativo por paraquat (Figura 11). Ademas, la cepa productora de PhaP redujo
los niveles de expresién de ibpA tanto durante el crecimiento normal a 37° como en respuesta al

choque térmico, y los niveles de RpoH durante el estrés térmico (de Almeida et al., 2011).
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Figura 11. Resistencia a estrés térmico en presencia y ausencia de PhaP. La viabilidad (A) y la expresién de ibpA
(B) se midieron en las cepas ADA1001 (cepa control) y ADA100P (expresa phaP de Azotobacter sp. FA8)
después del choque térmico. Las células se cultivaron a 30 °C hasta una DOsoo de 0,5 y luego se transfirieron a
52°C durante 30 min. Tomado de de Almeida et al., 2011.

El efecto protector observado con PhaP es similar al observado en cepas de E. coli que sobreexpresan
ibpA e ibpB (Kitagawa et al., 2000). Esto sugirié que PhaP podria afectar el plegado proteico en forma
similar a IbpA, hipdtesis que se vio reforzada por la reduccién en la expresion de ibpA en cepas que
expresan phaP, tanto durante el crecimiento normal como en respuesta al choque térmico, y en los
niveles de RpoH durante el choque térmico. Los trabajos que describen la unidn de IbpA/B a los
granulos de PHB en ausencia de phasinas (Han et al., 2006; Tessmer et al., 2007) también aportan

evidencia a favor de la hipdtesis de una superposicion de funciones entre IbpA y PhaP.
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Caracterizacion de la estructura de PhaP de Azotobacter sp. FA8

Con el objetivo de poner a prueba la hipdtesis de que PhaP de Azotobacter sp FA8 podria afectar el
plegado proteico en forma similar a IbpA, se compararon sus estructuras primarias, pero no se
encontraron similitudes significativas entre estas proteinas, ni tampoco entre PhaP y otras chaperonas
o proteinas de E. coli. En consecuencia, se estudiaron distintos aspectos de la estructura de esta

phasina para analizar la relacidn entre su estructura y su funcién.

El andlisis de la estructura primaria de PhaP revel6 que, a pesar de su capacidad de unién a granulos
lipidicos, esta proteina de 20 kDa no posee claros dominios hidrofdbicos. La prediccidon de su
estructura secundaria establecié que PhaP presenta cuatro a-hélices de naturaleza anfipdtica,
combinadas con regiones desestructuradas que confieren una notable flexibilidad dependiente del
entorno. A partir de predicciones in silico se estimé que alrededor del 40/45% de la phasina puede ser
desordenada cuando la misma no estd unida a ningun blanco y este porcentaje podria llegar a
descender a 23/30% al interactuar con otras moléculas. Con respecto a su estructura cuaternaria, los
datos experimentales obtenidos revelaron que PhaP es un tetramero formado por interacciones de
tipo coiled-coil entre los mondmeros. Todas estas caracteristicas estructurales también fueron
encontradas en otras phasinas y podrian estar relacionadas con su diversidad funcional (Mezzina et

al., 2014).

Determinacion de la actividad chaperona de PhaP de Azotobacter sp. FA8

A continuacion, en nuestro laboratorio se realizaron varios experimentos para determinar si PhaP
podria afectar el plegamiento de proteinas de manera similar a IbpA. En primer lugar, se buscé
determinar si PhaP tenia actividad chaperona in vitro. Para ello se realizaron experimentos de
desnaturalizacion térmica y quimica utilizando la enzima citrato sintasa dimérica (CS) como proteina
modelo, en presencia de PhaP. Por un lado, el agregado de PhaP previo al tratamiento térmico de la
muestra de CS no sélo frend el proceso de agregacion, sino que también disminuyd la cantidad de
agregados formados (Figura 12A). Por otro lado, se observd que PhaP fue capaz de evitar la agregacién
espontdnea que ocurre al diluir la CS previamente desnaturalizada mediante agentes quimicos, en una
condicién de replegado (Figura 12B). Ambos efectos fueron ain mas evidentes al ir aumentando la
relacién molar PhaP:CS. A partir de estos resultados se pudo concluir que PhaP tiene actividad

chaperona in vitro (Mezzina et al., 2015).
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Figura 12. Actividad chaperona in vitro de PhaP de Azotobacter sp. FA8. A) Curvas de agregacion térmica de la
enzima citrato sintasa (CS) en presencia de distintas relaciones molares de PhaP. B) Curvas de agregacion de la
CS previamente desplegada mediante tratamiento con cloruro de guanidinio en presencia de distintas
concentraciones de PhaP. Tomado de Mezzina et al., 2015.

Para estudiar si PhaP era capaz de evitar el plegado incorrecto de proteinas y la formacién de cuerpos
de inclusion (IB) in vivo, se construyd una cepa de E. coli recombinante que coproduce PhaPy PD, un
dominio insoluble de la proteina TolR de Azoarcus sp. CIB que forma cuerpos de inclusidon de gran
tamafio al ser sobreexpresada en E. coli. El tamafio y la cantidad de IB fueron monitoreados mediante
microscopia de transmisiéon. Cuando la proteina recombinante PD fue coexpresada con PhaP, se
observd que el nimero de IB disminuyd sensiblemente luego de 24 h de cultivo. Estos resultados
fueron similares a los obtenidos cuando PD fue coexpresada con la chaperona GroELS (Figura 13).
Ademas, se observd mediante microscopia de fluorescencia que PhaP colocaliza con los cuerpos de
inclusion in vivo, demostrando que la phasina tiene una interaccién efectiva con las proteinas mal
plegadas dentro de las células. Estos resultados demostraron que PhaP también presenta actividad

chaperona in vivo en E. coli recombinante (Mezzina et al., 2015).
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PD + PhaP PD + GroELS

Figura 13. Actividad chaperona in vivo de PhaP de Azotobacter sp. FA8. Imagenes TEM de células de E. coli
BL21 (DE3) que producen (A) PD, (B) PD y PhaP, (C) PD y GroELS. Tomado de Mezzina et al., 2015.

Si bien PhaP de Azotobacter sp. FA8 es la Unica phasina para la cual se ha demostrado la actividad de
chaperona a través de evidencia directa tanto in vitro como in vivo, un trabajo de Ushimaru vy
colaboradores aporta evidencia al respecto de funciones similares a chaperonas en otras phasinas.
Los investigadores analizaron la interaccion de PhaP de A. caviae y PhaP de C. necator con diferentes
PHA polimerasas y observaron que ambas phasinas aumentan la actividad de PhaC de A. cavige. Mas
aun, la presencia de PhaP de A. caviae no sélo aumenta la actividad de la PHA sintasa sino también su
solubilidad en ensayos in vitro. Esto pone de manifiesto que PhaP de A. caviae afecta el plegado de la

sintasa, por lo cual se le atribuyd un papel similar al de chaperona (Ushimaru et al., 2014).
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Hipétesis y Objetivos

Esta tesis doctoral se enmarca dentro de una linea del laboratorio que investiga diferentes
modificaciones en cepas bacterianas para mejorar la sintesis de productos de interés industrial. La
produccién microbiana de este tipo de compuestos conlleva varias limitaciones y desafios, tales como
la toxicidad del producto final y las condiciones de estrés propias de los procesos fermentativos, que
afectan adversamente las tasas de crecimiento y reducen la viabilidad celular, limitando la capacidad
productiva de las cepas. En nuestro laboratorio, hemos estudiado la phasina PhaP de Azotobacter sp.
FA8, una proteina asociada a granulos de polihidroxialcanoatos que posee actividad de chaperona.
Dado que hemos demostrado que esta proteina tiene un efecto protector ante diferentes tipos de
estrés en E. coli, planteamos la hipdtesis de que los efectos beneficiosos de PhaP potenciaran la
sintesis de diferentes compuestos de interés biotecnoldgico en E. coli y protegeran a las bacterias de
los efectos adversos que surjan durante su produccion. En particular, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

e Profundizar el andlisis de los efectos beneficiosos de la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8.
Analizar su efecto sobre la tolerancia a diferentes factores de estrés, con especial hincapié en
posibles bioproductos y condiciones de estrés que podrian encontrarse en bioprocesos.

e Evaluar el uso de PhaP para mejorar la obtencidn de bioproductos. Analizar su efecto sobre la
sintesis de proteinas recombinantes y la produccién de solventes y precursores quimicos tales

como etanol, 1,3-propanodiol y estireno en E. coli.
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Microorganismos, plasmidos y condiciones de cultivo

Cepas bacterianas y plasmidos utilizados

Las cepas de E. coli utilizadas se detallan en la Tabla 2, junto con los plasmidos utilizados en este

trabajo. Las cepas fueron mantenidas a 4°C en placas de medio LB a través de pasajes sucesivos, con

el agregado de antibidticos segun el requerimiento de cada cepa. Para mantenimiento a largo plazo,

se adiciond glicerol a cultivos de 18 h en medio LB hasta una concentracion de 20% (m/v), y los

glicerolados se guardaron a —=70°C.

Tabla 2: Cepas de E. coli y plasmidos utilizados en este estudio

Cepas o plasmidos

Caracteristicas relevantes®

Fuente

Cepas de E. coli

ADA100 araD139 A(argF-lac)U19 rpsL150 relAl fIbB5301 deoC1 ptsF25  Bianchi & Baneyx,
rbsR \(ibp::lacZ) 1999
T850 F- fhuA2::1S2 proA44 lacY1 gInX44(AS) gal A hisG1 malT1(AR) Takano &
xyl-7 mtIA2 AargH1 rplL9(L?) thiE1l groE1 Kakefuda, 1972
T7 Express fhuA2 lacz::T7 genel [lon] ompT gal sulAll R(mcr- New England
73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) endAl BioLabs
A(mcrC-mrr)114::1S10
BL21(DE3) F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gen Novagen
1ind1sam?7 nin5])
BL21 sty BL21(DE3) conteniendo los plasmidos pS4412palRt vy Este trabajo
pS2311fdcSc
Plasmidos
pBBR1MCS-1 Vector de amplio rango de huésped; lacPOZ" mob(RP4); Cm" Kovach et al., 1995
pSEVA328 Vector de amplio rango de huésped; oriRK2, oriT; xylS-Pm; Cm"  Silva-Rocha et al.,
2013
pADP Derivado del vector pBBR1IMCS-1 portando phaP de  de Almeidaetal.,
Azotobacter sp. FA8; Cm' 2007
pGroELS1 Derivado del vector pBBR1MCS-1 portando groELS de E. coli; Este trabajo
Cm’
PETim Derivado del vector pBluescript Il KS(-) portando adhE de Nikel, Ramirez,
Leuconostoc mesenteroides; Amp’ Pettinari, Méndez,
& Galvagno, 2010
pS221-PDO Derivado del vector pSEVA221 portando dhaR, dhaG, dhaT, Mezzina et al.,
dhaB, dhaC, dhakE, y dhaF de Klebsiella pneumoniae GLC29; 2017
oriRK2, oriT; Km"
pPhaP328 Derivado del vector pSEVA328 portando phaP de Azotobacter Este trabajo
sp. FA8; Cm"
pBbBG1 Derivado del vector pET-21a(+) portando lacZ (B-gal |, NCBI Ref.  Arreola et al., 2014
No. EFE90149.1) de Bifidobacterium breve DSM 20213; ori f1;
ori pBR322; Amp"
pBbBG2 Derivado del vector pET-21a(+) portando lacZ (B-gal Il, NCBI  Arreola et al., 2014

Ref. No. EFE88654.1) de Bifidobacterium breve DSM 20213; ori
f1; ori pBR322; Amp’
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pS4412palRt

Derivado del vector pSEVA4412 portando pal de Donado por el Dr.

Rhodosporidium toruloides; pRO1600/colE1, oriT; CprK/PDB3; Pablo Nikel
Sm’

pS2311fdcSc Derivado del vector pSEVA2311 portando fdcl de Donado por el Dr.
Saccharomyces cerevisiae; pBBR1, oriT, chnR-PchnB; Km" Pablo Nikel

2 Los marcadores de resistencia a antibioticos se identifican como se muestra a continuacién: Amp, ampicilina;
Cm, cloranfenicol, Km, kanamicina, y Sm, estreptomicina.

Medios de cultivo

Para el mantenimiento rutinario y cultivo de las cepas, asi como la mayor parte de los protocolos se

utilizé medio LB. Para los experimentos de estireno también se utilizé el medio semi-definido M9 TE.

En algunas técnicas de biologia molecular se utilizé también el medio SOC.

Medio LB (por litro):

Triptona 10g
NacCl 10g
Extracto de levadura 5g

Agar (para medios sélidos) 15g

Medio minimo M9 (por litro):

NazHPO4 6 g
KH2P04 3 g
NH4CI lg
NaCl 0,5¢g
Citrato férrico de amonio* 0,06 g
MgS0,4-7 H,O* 0,04¢g
CaCl, 0,01g

(*) Estas soluciones se autoclavan por separado y se agregan al medio antes de ser inoculado

Medio M9 TE (por litro):

Al medio minimo M9 antes descripto se le adicionan:

Extracto de levadura 0,5¢g
Tiamina 5ug
FeSO47 H20 2,78 ug
MnCl,-4 H,0 1,98 ug
CoS04-7 H20 2,81 g
CuCl»-2 H,0 20,17 pg
ZnS04-7 H20 0,29 pg
SOC (por litro):

Triptona 20¢g
NaCl 0,5g
Extracto de levadura 5g

KCI 250mM* 10 ml
MgCl, 2 M* 5 ml
Glucosa 1M* 20 ml

(*) Estas soluciones se autoclavan por separado y se agregan al medio antes de ser inoculado
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Antibioticos e inductores

Los antibidticos utilizados y sus concentraciones finales fueron: kanamicina (Km) 50 ug/ml,
cloranfenicol (Cm) 20 ug/ml, estreptomicina (Sm) 80 pg/ml y ampicilina (Amp) 100 pg/ml. Los
inductores utilizados y sus concentraciones finales fueron: isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG)
0,5 mM o 1 mM, acido m-toluico 1 mM o 2 mM, ciclohexanona 1 mM, y acido 3-cloro-4-hidroxifenil
acético (CHPA) 0,5 mM. En todos los casos, las soluciones se esterilizaron por filtracion con una

membrana de acetato de celulosa de 0,22 um de poro.

Ensayos de tolerancia
Tolerancia a estrés osmatico

Para estos ensayos se utilizaron las cepas de E. coli ADA100, transformada con los plasmidos pADP
(PhaP) o pBBR1MCS-1 (control), y la cepa de E. coli T850, transformada con los plasmidos pADP (PhaP),
pGroELS1 (GroELS), o pBBR1IMCS-1 (control). Se realizaron precultivos de las cepas dispersando una
colonia fresca en 5 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol, y se incubaron en un agitador
orbital a 37°Cy 200 rpm por 18 h. A partir de esos precultivos, se prepararon cultivos en botellas de
vidrio de 50 ml conteniendo 20 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol. Los mismos fueron

inoculados a una densidad dptica (DOsoo) inicial de 0,1 e incubados a 37°C con 200 rpm de agitacion.

A los cultivos de la cepa T850 se les agregd 1mM de IPTG a los 30 min de crecimiento, con el objetivo
de inducir la expresion de phaP y groELS. Las soluciones de NaCl o sacarosa fueron afiadidas a los
cultivos al cabo de otros 30 min post-induccidn. En el caso de ADA100, al ser una cepa lacl, no fue
necesario inducir la expresion de phaP con IPTG y las soluciones estresoras se agregaron directamente
al cabo de 1 h de crecimiento. En ambos casos, se afiadieron 5 ml de las soluciones de NaCl o sacarosa
en medio LB, obteniéndose asi un volumen de 25 ml con la concentracidn final a ser utilizada en cada
ensayo. Los cultivos control sin agentes estresores se realizaron afadiendo 5 ml de medio LB. Todos
los cultivos fueron repetidos en triplicados bioldgicos independientes y la DOgoo de los mismos fue

monitoreada por un periodo de 24 h.

Tolerancia a solventes

Para estos ensayos se utilizaron la cepa de E. coli ADA100, transformada con los plasmidos pADP

(PhaP) o pBBR1MCS-1 (control), y la cepa de E. coli T850, transformada con los plasmidos pADP (PhaP),
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pGroELS1 (GroELS), o pBBR1IMCS-1 (control). Se realizaron precultivos de las cepas dispersando una
colonia fresca en 5 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol, e incubando en un agitador orbital
a 37°Cy 200 rpm por 18 h. A partir de esos precultivos, se prepararon cultivos en tubos Falcon de 50
ml conteniendo 20 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol. Los mismos fueron inoculados a

una DOgqo inicial de 0,1 e incubados a 37°C con 200 rpm de agitacion.

A los 30 min de crecimiento se anadié IPTG 1mM a los cultivos de la cepa T850 con el objetivo de
inducir la expresion de phaPy groELS. Los solventes fueron afiadidos a los cultivos al cabo de otros 30
min post-induccién. Como dijimos previamente, en el caso de ADA100, por ser una cepa lacl, no fue
necesario inducir la expresidon de phaP con IPTG vy los estresores se agregaron directamente al cabo
de 1 h de crecimiento. En ambos casos se afadid una solucién de 5 ml del solvente (etanol, butanol o
1,3-PDO) diluido en medio LB, obteniéndose asi un volumen de 25 ml con la concentracion final de
cada ensayo. Los cultivos control sin solventes se realizaron anadiendo 5 ml de LB. Todos los cultivos
fueron repetidos en triplicados bioldgicos independientes y la DOggo de los mismos fue monitoreada

por un periodo de 24 h.

Parametros cinéticos de crecimiento

Con el objetivo de analizar el desempefio de las distintas cepas ante las distintas condiciones de estrés
se calcularon diversos parametros cinéticos de crecimiento. Los porcentajes de tolerancia (T) y de
tolerancia relativa (RT) fueron calculado usando las ecuaciones 1y 2 (Abdelaal et al., 2015; Borden &
Papoutsakis, 2007), a partir de las medidas de DOgoo a 6 y 24 h. Ademas, se calcularon el porcentaje
de inhibicidn (1) y el coeficiente de fitness relativo (s) utilizando las ecuaciones 3 y 4, respectivamente
(Reyes et al., 2013). Estos parametros se calcularon usando la velocidad especifica (maxima) de
crecimiento (Umax) de cada cepa, la cual fue determinada durante la fase de crecimiento exponencial

temprano, de acuerdo con la ecuacion 3.

. DO sst— DO &
TOleI‘anCIa (T) (%) — 600 estrés,t 600 estrés,to X 100 EC. (1)
DOgoo sin estrés,t — DOs00 sin estrés,to

Toleranciaphap estrés

Tolerancia relativa (RT)(%) = [( ) — 1] x 100 Ec. (2)

Toleranciacontrol estrés

DOggo 1

Hmax = ln(DOGOOi) x Atiempo Ec. (3)
s s o — _ Hestrés
Inhibicién (I)(%) [1 (—usm estrés)] x 100 Ec. (4)
Coeficiente de Fitness relativo (s)(%) = [(M) -1 ] x 100 Ec. (5)
Hcontrol estrés
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Ensayos de produccion

Produccidn de B-galactosidasas y determinacion de su actividad

Los experimentos de sintesis de B-galactosidasas se llevaron a cabo utilizando la cepa T7 Express
transformada con los plasmidos pBbBG1 y pBbBG2, que portan las secuencias codificantes de las
proteinas B-gal | (NCBI Ref. No. EFE90149.1) y B-gal Il (NCBI Ref. No. EFE88654.1) de la bacteria B.
breve DSM 20213, respectivamente (Tabla 2). Estas cepas fueron a su vez transformadas con los
plasmidos pPhaP328 (que expresa phaP de Azotobacter sp. FA8) y pSEVA328 (vector vacio). La
utilizacion de la cepa T7 Express es fundamental para nuestro sistema de expresién dado que la misma
posee una delecién en su gen lacZ enddgeno. Esto nos permite asegurar que la actividad [-
galactosidasa que detectemos en los ensayos se debe Unicamente a la expresion de las proteinas

heterdlogas.

Los precultivos se realizaron dispersando una colonia fresca en 5 ml de medio LB suplementado con
cloranfenicol y ampicilina, y se incubaron en un agitador orbital a 37°Cy 200 rpm por 18 h. Los cultivos
fueron preparados en botellas de vidrio de 50 ml conteniendo 6 ml de medio LB suplementado con
los antibidticos antes indicados. Los mismos fueron inoculados a una DOeqo inicial de 0,1 e incubados
a 30°C con 200 rpm de agitacion. Al cabo de 1 h de crecimiento, se indujo la sintesis de las proteinas
heterdlogas como se indica a continuacion: B-gal | con IPTG 0,5 mM, B-gal Il con IPTG 1 mM y PhaP
con acido m-toluico 2mM. La induccién de las B-gal se realizo utilizando concentraciones de IPTG que
habian sido previamente determinadas para un mayor rendimiento en este mismo sistema de

expresion (Arreola et al., 2014).

Se tomaron muestras de 1 ml de los cultivos a las 6 y 24 h de crecimiento. Se determiné la DOgoo de
los mismos y luego se procedié a centrifugarlos a 13.000 rpm durante 10 min a 4°C. Los pellets se

guardaron congelados a -20 °C hasta el momento de la medicién.

Para determinar de la actividad B-galactosidasa se resuspendieron los pellets en 1 ml de Buffer Z, se
agregaron 100 pl de cloroformo y 50 pul de SDS 0,1% para permeabilizar las células y se homogeneizd
utilizando un agitador tipo vortex. A continuacion, se incubé la mezcla durante 5 minutos a 30°C. Se
agregaron 200 pul de una solucion preparada en el momento de oNPG (orto-
nitrofenilgalactopiranosido) 4 mg/ml en Buffer Z. Luego de observar coloracidn, se detuvo la reaccién
agregando 500 ul de Na,CO; 1M, tomando nota del tiempo transcurrido, y se midié la absorbancia de
las muestras a 420 nm. La actividad enzimatica se expresd en unidades de Miller, las cuales fueron

calculadas de acuerdo con la ecuacién 6.
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ADbS420mm X 1.000
vol(ml) x tiempo(min) X AbSgoonm

Actividad (UM) =

Ec. (6)

Buffer Z (pH 7):

Na;HPO, - 7 H,0 60 mM

NaH;PO4 40 mM

KCl 10 mM

MgSO, 1mM

B-mercaptoetanol 50 mM (agregado en el momento)
pH 7

Produccion de etanol

Los experimentos de produccién de etanol se llevaron a cabo utilizando la cepa ADA100 transformada
con los plasmidos pET.m (que porta el gen adhE de L. mesenteroides) y pADP (PhaP). La misma cepa
transformada con pET.n y pBBR1IMCS-1 fue utilizada como control (Tabla 2). Los precultivos se
realizaron dispersando una colonia fresca en 5 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol y
ampicilina, y se incubaron en un agitador orbital a 37°C y 150 rpm por 18 h (condiciones de
microaerobiosis). Los cultivos fueron preparados en tubos Falcon de 15 ml conteniendo 10 ml de
medio LB suplementado con los antibidticos antes indicados y 10 g/l de glucosa. Los mismos fueron
inoculados a una DOgq inicial de 0,1 e incubados a 37°C con 150 rpm de agitacion. Dado que la
expresion de adhE a partir de pETLm asi como de phaP a partir de pADP estan bajo el control de
promotor /ac y ADA100 es una cepa lacl-, no fue necesario necesario inducir con IPTG. La DOgno Y la
produccién de etanol de los cultivos fue monitoreada por un periodo de 24 h. Como se indica mas
adelante, las concentraciones de etanol y glucosa remanente fueron determinadas por cromatografia

gaseosa (GC) y mediante un kit comercial, respectivamente.

Produccion de 1,3-PDO

Los experimentos de produccién de 1,3-PDO se llevaron a cabo utilizando la cepa ADA100
transformada con los plasmidos pS221:-PDO y pADP. La misma cepa transformada con pS221:-PDO Yy el
vector vacio pBBR1MCS-1 fue utilizada como control (Tabla 2). El operdn dha clonado en el plasmido
pS221-PDO contiene su propio regulador endégeno, de modo que la sintesis de 1,3-PDO en este
sistema es regulable por el agregado de glicerol, que actia como sustrato de la via, y por el agregado

de vitamina B12, ya que una de las enzimas de la via es B12-dependiente.
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Los precultivos se realizaron dispersando una colonia fresca en 5 ml de medio LB suplementado con
cloranfenicol y kanamicina, y se incubaron en un agitador orbital a 37°C y 200 rpm por 18 h. Los
cultivos fueron preparados en botellas de vidrio de 50 ml conteniendo 5 ml de medio LB suplementado
con los antibidticos antes indicados, 40 g/| de glicerol y 0,15 mM de vitamina B12. Los mismos fueron
inoculados a una DOgg inicial de 0,1 e incubados a 37°C con 200 rpm de agitacién. La DOsno Y la
produccién de 1,3-PDO de los cultivos fue monitoreada por un periodo de 24 h. Las concentraciones

de 1,3-PDO y glicerol remanente fueron determinada por GC como se indica mas adelante.

Produccion de estireno

Los experimentos de produccion de estireno se llevaron a cabo utilizando la cepa BL21(DE3)
transformada con los pldsmidos pS4412palRt, pS2311fdcSc y pPhaP328. La misma cepa transformada
con pS4412palRt, pS2311fdcSc y el vector vacio pSEVA328 fue utilizada como control. Los precultivos
se realizaron dispersando una colonia fresca en 5 ml de medio de cultivo (LB o M9 TE) suplementado
con estreptomicina, cloranfenicol y kanamicina, y se incubaron en un agitador orbital a 37°Cy 200 rpm
por 18 h. Los cultivos fueron preparados en medio LB o M9 TE, suplementado con los antibidticos
antes indicados, 10 g/I de glucosa y 2 g/l de L-Phe. Los mismos fueron inoculados a una DOgqo inicial
de 0,1 e incubados a 37°C con 200 rpm de agitacién. La induccién de los cultivos se realizd6 como se
detalla a continuacion: a los 30 min de crecimiento se afiadid acido m-toluico 1mM con el objetivo de
inducir la expresion de phaP, y al cabo de otros 30 min (post-inducciéon) se afiadi6 CHPA 0,5 mM vy

ciclohexanona 1mM con el objetivo de inducir la expresidn de pal y fdc1, respectivamente.

Para evitar la pérdida del producto, las cepas fueron crecidas en botellas cerradas con tapones de
goma y precintos de aluminio. Para mantener una atmdsfera aerdbica se utilizé6 una relacién de
volumen de cultivo:volumen del frasco (Vc:Vf) de 1:10 (botellas de vidrio de 50 ml conteniendo 5 ml
de medio) o 1:20 (botellas de vidrio de 100 ml conteniendo 5 ml de medio). Ademds, se ensayaron
dos condiciones de crecimiento: cultivos monofasicos (sin fase organica afadida) y cultivos bifésicos,
en los cuales se anadid 1 ml de n-dodecano al medio con el fin de realizar una recuperacion in situ del
producto (Figura 14). Se utilizé una fraccidon de volumen de solvente de 0,2 dado que en trabajos
previos se habia observado que era suficiente para extraer adecuadamente el estireno de la fase

acuosa que contiene las células (McKenna et al., 2015).

Dada la naturaleza volatil del estireno, la DOggo de los cultivos y el titulo de producto final fueron
determinadas sélo a tiempo final, al cabo de 24 h de crecimiento. La concentracidn de estireno, L-Phe

y glucosa fueron determinadas por GC, HPLC y un kit comercial, respectivamente.
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Figura 14. Recipientes y condiciones utilizadas en los ensayos de sintesis de estireno. A) Cultivos monofasicos
en frascos de Vc:Vf 1:10 (botellas de 50 ml conteniendo 5 ml de medio). B) Cultivos bifasicos en frascos de
Vc:Vf 1:10 (botellas de 50 ml conteniendo 5 ml de medio y 1 ml de n-dodecano). C) Cultivos bifasicos en
frascos de Vc:Vf 1:20 (botellas de 100 ml conteniendo 5 ml de medio y 1 ml de n-dodecano). Vc:Vf: relacién
volumen de cultivo:volumen del frasco.

Técnicas de biologia molecular

Construcciones de plasmidos

Construccion del plasmido pGroELS1

En el laboratorio se contaba con el plasmido pT-groE (Yasukawa et al., 1995), que porta un fragmento
de DNA de 2,1 kb que contiene la regidén con los genes que codifican GroELS. Estos genes fueron
amplificados por PCR usando el par de oligonucleétidos indicados en la Tabla 3, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 seg, alineamiento a 59°C por 30 seg y amplificacién a 72°C por 2 min, y una extension final
a 72°C por 10 min. El amplicén obtenido fue cortado con las enzimas de restriccién Hindlll y BamHl, y
luego clonado en el vector pBBR1IMCS-1 (bajo el control del promotor /ac) cortado con las mismas
enzimas. La construccién fue verificada por PCR y electroforesis en gel de agarosa, utilizando los
mismos oligonucledtidos usados para la amplificaciéon. La expresion de GroELS se verificd mediante

SDS-PAGE.
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Construccion del plasmido pPhaP328

Para la amplificacion del gen phaP de Azotobacter sp. FA8 se utilizé como templado el plasmido pADP.
Dado que los vectores pSEVA carecen de una secuencia de unién al ribosoma, al disefiar el
oligonucléotido forward, afnadimos un sitio sintético de unién a ribosoma conteniendo la secuencia

Shine-Dalgarno de lacZ (Miller & Lindow, 1997), precediendo la secuencia del gen.

La reaccion de PCR se realizé utilizando los oligonucleétidos indicados en la Tabla 3, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguido de 34 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 seg, alineamiento a 53°C por 30 seg y amplificacién a 72°C por 2 min, y una extension final
a 72°C por 10 min. El amplicén obtenido fue cortado con las enzimas de restriccién Hindlll y BamHl, y
luego clonado en el vector pSEVA328 (bajo el control del promotor xylS-Pm) cortado con las mismas
enzimas. La construccién fue verificada por PCR y electroforesis en gel de agarosa, utilizando los
mismos oligonucledtidos usados para la amplificaciéon. La expresion de PhaP fue verificada por

western blot.

Tabla 3: Oligonucléotidos utilizados para el clonado de los vectores pGroELS1 y pPhaP328

T
Vector Oligonucledtido Secuencia (5’-3’) Tm? Amplicon
esperado
ATT AAG CTT ACA CAG GAA ACA GCT ATG .
PGroELS1 GroeSL-F AAT ATT CGT CCA TTG 635°C 1 9kb
GroESL-R AAA GGA TCC TTA CAT CAT GCC GCC CAT GCC  64,4°C
ATT GGA TCC ACA CAG GAA ACA GCT ATG
PhaP-F 45°
oPhaP328 @ GCT TTT TTT GAT CTG 45°C  ib
PhaP-R TCG AAG CTT GCC GTC AGG CAG TCT T 64,4°C

@ Temperatura de melting.

Extraccion de DNA plasmidico

Para la obtencién de DNA plasmidico con alto grado de pureza se utilizé el kit comercial EasyPure®

Plasmid MiniPrep Kit (Transgen Biotech), y se procedié siguiendo las especificaciones del fabricante.

Cuando los aislamientos de plasmidos se realizaron con el fin de verificar construcciones se utilizé el
protocolo indicado a continuacion. Dependiendo del nimero de copias del vector a extraer, se
tomaron 1-5 ml de un cultivo overnight (ON) en LB suplementado con el antibidtico correspondiente,
y se centrifugaron durante 5 minutos a 6.000 rpm. El pellet celular obtenido se resuspendié en 0,2 ml

de Buffer 1y luego se le afiadié 0,2 ml de Buffer 2. Se mezcld por inversion de 4 a 5 veces y se incubé
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a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacién, se agregaron 0,2 ml de Buffer 3 frio, se mezclé
nuevamente por inversidn y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
pasd a un tubo limpio, al cual se le adicionaron 0,9 ml de etanol absoluto para precipitar el DNA
plasmidico. Luego, el tubo se volvid a centrifugar durante 20 min, se descartd el sobrenadante y se
realizd un lavado del pellet con etanol 70%. Se descartd el etanol y se dejé secar el pellet, para luego

resuspenderlo en 0,4 ml de agua deionizada.
Buffer 1: Tris-Cl 10 mM; pH 8,0; EDTA 1 mM; RNasa A 10 pg/ml
Buffer 2: NaOH 200 mM; SDS 1% (v/v)

Buffer 3: Acetato de potasio 3 M; pH 4,8

Reacciones de restriccion y ligado

La digestidn con enzimas de restriccién (marca New England Biolabs o Promega) se realizo siguiendo
protocolos estandares y las instrucciones de los fabricantes. Las reacciones de ligado se realizaron
utilizando la enzima T4 DNA ligasa de New England Biolabs, siguiendo las especificaciones del
fabricante. La relacion DNA inserto/DNA vector fue de 3:1. La reaccidn se llevé a cabo por un periodo

del16hal1l6°CuONa4°C

Purificacion y cuantificacion de DNA

Se utilizé el kit comercial EasyPure® PCR Purification Kit (TransGen Biotech) para la purificacion de
fragmentos de DNA obtenidos por PCR o tratados con enzimas de restriccion. El DNA se cuantificd

utilizando un espectrofotémetro Nanodrop (Thermo Scientific) con su correspondiente software.

Electroforesis en geles de agarosa

La concentracion de los geles de agarosa varié entre 0,7% y 1% (m/v), seguin el tamario del fragmento
a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando buffer TAE a 100 volts en cubas de Sigma (Sigma
Chemical Company, St. Luis, USA). Se utilizaron marcadores de peso molecular 1 kb o 100 pb,
dependiendo del tamafio del fragmento a analizar. Los geles se tifieron con solucién de bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) durante 15 min. EI DNA se visualizd con un transiluminador de luz UV y los geles se

fotografiaron con una camara digital Kodak Digital Science CD120.
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TAE 50X (por litro):

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 ml

Buffer de siembra 6X (por 100 ml):
Azul de bromofenol 0,25g
Sacarosa 40g

Preparacion de células competentes

Para la obtencion de células competentes de las cepas de E. coli requeridas se inocularon 10 ml de LB
con dos o tres colonias aisladas de un cultivo de 24 horas realizado en medio sélido y se incubaron ON
a 37°Cy 200 rpm. Este cultivo se utilizé para inocular 50 ml de SOB-glicerol 30 g/l, en un erlenmeyer
de 500 ml, partiendo de una DO inicial de 0,05. Se incubd a 37°C y 200 rpm alrededor de 3 horas o
hasta alcanzar una DO de 0,5. Luego se procedié a incubar durante 10 min a 4°C. Al cabo de dicho
tiempo, se centrifugd por 10 min a 4.000 rpm y 4°C para obtener el pellet celular. Los pasos posteriores
varian seguln si se prepararon células competentes por tratamiento quimico (quimiocompetentes) o

electrocompetentes.

e Quimiocompetentes: El pellet se resuspendié en 8 ml de una solucidn de CaCl, 0,1 M fria. Se
incubdé 1 hora a 4°C y luego se centrifugd por 10 min a 4°C y 4.000 rpm. Se descarto el
sobrenadante y el pellet fue suavemente resuspendido en 200 ul de CaCl, 0,1 My glicerol 10
% (m/v).

e Electrocompetentes: El pellet se lavo tres veces con 50 ml de glicerol 10% (m/v) en agua

destilada y finalmente se resuspendid en 400 pul de la misma solucién de lavado.

En cualquiera de los casos las células se separaron en alicuotas de 50 pl. Las mismas se conservaron a

-70°C hasta su utilizacion.

Transformacion de células competentes

Dependiendo del tratamiento realizado para obtener las células competentes, se procedié como se

indica a continuacién:

e Quimiocompetentes: Se afiadieron 5-10 pl de DNA (10-50 ng) a 50 pl de células competentes,
y se incubd durante 30 min en hielo. Luego, se aplicé un golpe térmico a 42°C durante 90

segundos y nuevamente se incubd en hielo por 10 min. Para la recuperacion de las células
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competentes se agregaron 500 pul de SOC y se incubd 1 hora a 37°C con agitacidn constante
(150 rpm). Al terminar el periodo de recuperacién, las células se centrifugaron por 5 min a
5.000 rpm y el pellet se sembré en placas con medio de seleccién segln correspondiese.

e Electrocompetentes: 2 ul de DNA se agregaron a 50 ul de células electrocompetentes. La
electroporacién se efectud en un electroporador BioRad Micro PulserTM en cubas de 0,2 cm,
en el programa 2 que ofrece el equipo. Para la recuperacién de las células competentes se
agregd 1 ml de SOCy se incubd 1 hora a 37°C con agitacidn constante (150 rpm). Al terminar
el periodo de recuperacion se centrifugaron las células por 5 min a 5.000 rpm y se sembré el

pellet celular en placas con medio de seleccion segln correspondiese.

Técnicas para el estudio de proteinas

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Cuando fue necesario corroborar la sobreexpresion de alguna proteina, se corrio el extracto proteico
en un gel de poliacrilamida. El extracto proteico se preparé tomando 1 ml de cultivo, centrifugando a
6.000 rpm por 5 min. El pellet obtenido fue resuspendido en 100 pl de solucidn fisiolégica. En un tubo
nuevo, se mezclaron 30 ul de la solucién celular y 10 ul de buffer de siembra. Este tubo fue luego
calentado en bafio de glicerol a 1002C durante 5 min. Una vez calentada, la muestra ya esta lista para

sembrar, o puede ser almacenada a -202C hasta el momento de su siembra.

Las electroforesis desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) se realizaron en una
cuba de electroforesis vertical (10 cm x 10 cm x 1 mm; BioRad Labs.). Se utilizé una concentracion de
acrilamida de 12% (v/v) en el gel separador y de 4,5% (v/v) en el gel concentrador. La electroforesis se
llevé a cabo con amperaje constante (25 mA) hasta que las muestras atravesaron el gel concentrador;
a partir de ese momento la corriente se aumentd a 35 mA. Los geles se tifieron en una solucién de
0,25% (m/v) de Coomasie Brilliant Blue R-250 en 45% (v/v) de metanol y 10% (v/v) de 4cido acético
durante una hora. Para decolorar, se dejaron ON en una solucion de 40% (v/v) de metanol y 10% (v/v)

de acido acético.

Solucion de acrilamida 30% (para 500 ml):
Acrilamida l46 g
N,N’-Metilen-bisacrilamida 4g

Buffer gel separador (4X, para 500 ml):
Tris base 90,83 g
SDS 2g
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Se lleva a pH 8,8 con HCI

Buffer gel concentrador (4X, para 500 ml):
Tris base 30,23 g
SDS 2g

Se lleva a pH 6,8 con HCI

Gel separador (12%) (para 25 ml):

Buffer gel separador 4X 6,25 ml
Sc. acrilamida 30% 10 ml
Persulfato de amonio 10%___ 0,130 ml
TEMED 0,014 ml
Agua deionizada 8,606 ml

Gel concentrador (4,5%) (para 10 ml):
Buffer gel concentrador 4X 2,5 ml

Sc. acrilamida 30% 1,5 ml
Persulfato de amonio 10%____ 0,04 ml|
TEMED 0,02 ml
Agua deionizada 6 ml

Buffer de corrida (por litro):

Tris base 3g
Glicina 144 ¢
SDS lg

Buffer de siembra (4X, para 10 ml):

Tris 0,25M (pH 6,8) 5 ml
SDS 0,6g
Sacarosa 4g
Azul de bromofenol 0,004 g
2-mercaptoetanol 2 ml

Western blot

Luego del SDS-PAGE, se incubd el gel en buffer de transferencia durante 20 min. Se utilizd una
membrana de PVDF, la cual fue sumergida en metanol durante unos segundos para su activacion y
luego en buffer de transferencia durante 20 minutos. A continuacién, se armo el sandwich de
transferencia de la siguiente manera: 3 papeles Whatman embebidos en buffer de transferencia,
membrana, gel, 3 papeles Whatman embebidos en buffer de transferencia. El sandwich se colocé en
un aparato de transferencia semiseco (TE70, ECL Semi-Dry Transfer Unit, Amersham Biosciences) y se

corrié a 80 mA durante 40 min. Luego de la transferencia, se procedié a realizar el bloqueo. Para ello,
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lamembrana se incubd en la heladera ON en TBS Tween 0,5% (v/v) con 5% (m/v) de leche descremada.
Al dia siguiente se lavd la membrana 2 veces con TBS Tween 0,5% (v/v) y una vez con TBS. Luego se
incubd con agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora con una dilucién 1/10.000 del antisuero
anti-PhaP en TBS con BSA 3% (m/v). Tras dicho periodo de incubacidn, se realizaron 2 lavados con TBS
Tween 0,5% (v/v) y un ualtimo lavado con TBS. Posteriormente, se incubd durante 1 hora con una
dilucién 1/10.000 del anticuerpo secundario 1gG anti-ratdn conjugado a fosfatasa alcalina (NEN Life
Sciences Products) en TBS Tween 0,01% (v/v) con 5% (m/v) de leche descremada. Finalmente, se
realizaron 3 lavados al igual que en el caso anterior. Las proteinas fueron reveladas mediante una
reaccién de quimioluminiscencia, para la cual se mezcld, en el momento del revelado, 1ml de solucidn
de revelado A y 1 ml de solucidn de revelado B y se cubrid con ella la membrana. Luego, se expuso la

membrana en una camara Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).

Buffer de transferencia (por litro):

Tris base 58¢g
Glicina 2,88¢g
SDS 0,37¢g
Metanol 200 ml
TBS 1X:

Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
NacCl 150 mM

Solucion A (10 ml):

Luminol 250 mM 0,1 ml
Ac. Cumarico 90 mM 0,044 ml
Tris 1M (pH 8,5) 1ml
Agua deionizada 8,856 ml

Solucion B (1 ml):

H202 30% 0,64 ul (se agrega en el momento)
Tris 1M (pH 8,5) 0,1 ml
Agua deionizada 0,9 ml

Métodos analiticos

Determinacion de etanol, 1,3-PDO y glicerol

Los estandares se prepararon en medio LB. Para las determinaciones por cromatografia gaseosa, 250
ul del estandar correspondiente fueron disueltos en 750 pl de etanol o acetona para la determinacion

de glicoles (1,3-PDO vy glicerol) y etanol, respectivamente. Dichas diluciones se agitaron en voértex
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durante 1 minuto y luego se centrifugaron a 9.000 rpm por 3 minutos a 4°C para la precipitacidon de
sales. Las muestras bioldgicas fueron filtradas a través de membranas de nylon de 0,22 um vy luego
disueltas en el solvente correspondiente y centrifugadas como se describié previamente para los
estdndares. Los compuestos fueron medidos usando un cromatégrafo gaseoso 7820 A equipado con
un detector de ionizacion de llama (FID) y un muestreador automatico de liquidos ALS 7693 (Agilent,
CA, EE. UU.). La separacién se realizo utilizando una columna capilar HP-INNOWAX (30 m, espesor de

pelicula de 0,25 um y didmetro interno de 0,25 mm) con N, como gas portador.

Para la determinaciéon de 1,3-PDO vy glicerol se utiliz6 un método que permite la determinacion
simultanea de ambos compuestos (Egoburo et al., 2017). El horno GC se calentd a 185°C durante 3
min, luego se calentd hasta 220°C a una velocidad de 40°C/min, y se mantuvo durante 1 min. Las
temperaturas del inyector y del FID se ajustaron a 290°C y 300°C, respectivamente, y el flujo de la
columna de gas fue de 2,5 ml/min. El volumen de inyeccion fue de 2 pl y la relacion de split fue de

30:1.

Para la determinacion de etanol, la temperatura del horno se ajusté a 35°C durante 8 min. Las
temperaturas del inyector y del detector fueron de 150°C y 300°C, respectivamente, y el flujo de

nitrégeno fue de 1 ml/min. El volumen de inyecciéon fue de 1 pl y la relacion de split fue de 90:1.

Determinacion de glucosa

La glucosa remanente se midié en sobrenadantes de cultivos utilizando el kit de determinacién de
glucosa de Wiener Laboratorios SAIC (Rosario, Argentina). Para ello, se centrifugé 1 ml de cultivo y se
diluyé el sobrenadante 1:4 en agua bidestilada. Las muestras procesadas fueron entonces analizadas
siguiendo las instrucciones del kit. La reaccién colorimétrica se midié con un espectrometro UV-Vis
ajustado a 505 nm. Para la cuantificacién se prepararon patrones de concentraciones conocidas de

glucosa.

Determinacion de estireno

Dado que el estireno tiene baja solubilidad en agua (0,03% a 20 °C), fue necesario realizar una
extraccidon con hexano antes de determinar su concentracion mediante cromatografia gaseosa. Para
ello, una vez cosechados los cultivos, se los incubd a 4°C por 20 min. Al cabo de ese tiempo, se les
afiadieron 2 ml de hexano a los cultivos monofasicos (5 ml) y se los agité durante 2 min utilizando un

vortex. La mezcla bifasica se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 min a 4°C para sedimentar las células
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y sales. Finalmente, se retird 1 ml de la fase orgdanica para su analisis por GC y se guardé 1 ml de fase
acuosa para la determinacién de fenilalanina y glucosa. En el caso de los cultivos bifasicos, que ya
tenian 1 ml de dodecano, se afiadid sélo 1 ml de hexano. Luego se procedid de igual manera que con

los cultivos monofasicos.

Los estdndares de estireno se prepararon en las mismas botellas de vidrio utilizadas para los cultivos.
Se prepararon 5 ml del medio de cultivo utilizado, al cual se le afiadieron 0,28 ul de estireno para
obtener una concentracion final de 50 mg/I. Al estandar de los cultivos bifasicos se le afiadié también
1 ml de dodecano. Luego los estandares fueron incubados a 4°C por 20 min. Al cabo de dicho tiempo,

se realizo la extraccién con hexano de acuerdo a lo anteriormente descripto.

La concentracién de estireno fue determinada por cromatografia gaseosa, utilizando una columna no
polar HP-5 (30 m, espesor de pelicula de 0,25 pum y didmetro interno de 0,32 mm) con N, como gas
portador. La temperatura del horno se ajusté a 40°C durante 12 min. Luego se aumentd hasta 315°C,
temperatura a la cual se mantuvo por 3 min. Las temperaturas del inyector y del detector fueron de
250°Cy 300°C, respectivamente, y el flujo de nitrégeno fue de 25 ml/min. El volumen de inyeccidn fue

de 1 ply la relacidn de split fue de 90:1.

Determinacion de fenilalanina

La fenilalanina remanente se midid en sobrenadantes de cultivos mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). Para ello, se diluyeron los sobrenadantes 1:3 en agua bidestilada y luego se
filtraron a través de membranas de nylon de 0,22 um. Las muestras procesadas se guardaron a 4°C
hasta el momento del andlisis. La fenilalanina fue detectada utilizando un equipo de HPLC (Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, Maryland, EE.UU.) con una columna de fase reversa (ZORBAX Eclipse
Plus C18; Agilent Technologies) y un detector UV-Vis (SPD-10A, Shimadzu Scientific Instruments) a una
longitud de onda de 210 nm. La elucion se desarrollé utilizando metanol 40% (v/v) y acido
trifluoroacético 0,1% (v/v) como fase mévil con un flujo constante de 0,4 ml/min a temperatura

ambiente.

Determinacion de acidos organicos

Los acidos de fermentacién fueron determinados en los sobrenadantes de cultivos mediante HPLC.
Para ello, los sobrenadantes obtenidos por centrifugacién de muestras de 1 ml fueron diluidos 1:5 en

agua bidestilada y filtrados a través de membranas de 0,22 um de poro, y se guardaron a 4°C hasta el
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momento del andlisis. Los acidos (citrato, piruvato, acetato, D-lactato, formiato y succinato) fueron
detectados utilizando un equipo de HPLC con una columna de intercambio de cationes (Aminex HPX-
87H; BioRad Labs., Hercules, California, EE.UU.) y un detector UV-Vis. La elucidon se desarrolld
utilizando H,SO4 5 mM como fase mévil con un flujo constante de 0,6 ml/min, y la columna fue

operada a 50°C.

Los resultados obtenidos fueron expresados en funcién del peso seco de biomasa. La conversién de
densidad celular (DOeoo) a gramos de biomasa se realizdo considerando que una unidad de DOgoo
corresponde a 0,3 g/l de peso seco. Esta equivalencia es normalmente utilizada en bibliografia (Krause
et al., 2010) y también fue corroborada con curvas de calibracién (DOgoo VS peso seco) en nuestro

laboratorio.

Analisis estadisticos

Los experimentos realizados en este trabajo de tesis fueron repetidos independientemente al menos
3 veces, reportandose el valor medio del pardmetro correspondiente * su desviacion estandar.
Cuando se realizaron comparaciones entre dos cepas, las diferencias en los resultados fueron
evaluadas mediante una prueba t de Student a 2 colas, definiendo un p-valor < 0,05 como significativo.
Para hacer comparaciones entre 3 o mas cepas, los resultados se analizaron aplicando un ANOVA de
un factor seguido de un test de Tukey HSD, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los analisis

estadisticos como los supuestos de las pruebas utilizadas fueron realizados con el software InfoStat.

63



Resultados



Capitulo I: Proteccion brindada por
PhaP ante diferentes tipos de estrés
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Resultados - Capitulo |

Efecto de PhaP ante el estrés osmatico

En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio se habia observado que la expresién de
phaP de Azotobacter sp. FA8 protege a E. coli del estrés térmico y oxidativo. Con el objetivo de
continuar estudiando los efectos beneficiosos de esta proteina, nos resultd de interés analizar su
capacidad de proteger a las células frente al estrés osmatico. Para ello, trabajamos con la cepa de E.
coli ADA100, transformada con los plasmidos pADP (que expresa phaP de Azotobacter sp. FAS8 bajo el

control del promotor lac), o pBBR1IMCS-1 (plasmido vacio, cepa control) (Tabla 2).

Lo primero que hicimos fue analizar el crecimiento de las cepas obtenidas en ausencia de agentes
estresores. Para ello, se crecieron las cepas en medio LB, a 37°C con una agitacién de 200 rpm, y se
monitored la densidad dptica a 600 nm (DOeggo) durante 24 h. En estas condiciones, no se observaron
diferencias significativas entre la cepa productora de PhaP y la cepa control en la velocidad especifica
(maxima) de crecimiento (imax, €cuacién 3 en Materiales y métodos) (1,04 + 0,06 h*vs 0,97 + 0,01 h-
1 valores calculados a partir de las horas 1 a 3 de las curvas de crecimiento) ni en la DOgo final (3,9 *+

0,2 vs 3,8 +0,1) (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de crecimiento de las cepas de E. coli ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1
(control), en ausencia de agentes estresores. Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones
de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOeoo nm: densidad
O6ptima medida a 600 nm.

Para estudiar el desempenfio de estas cepas en presencia de estrés osmético, se desafié a ambas cepas
con dos concentraciones de NaCl distintas: 0,7 M y 1 M (Figura 16). En ambos casos, al cabo de 24 h
de crecimiento, se observd que los cultivos presentaban fléculos o sedimentos ocasionados por el

estrés de crecer en altas concentraciones de sal. Esto dificultd la medicidon de las absorbancias (DOgoo)
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finales de los cultivos que, como se puede ver, tienen mayor error que las de los tiempos previos.
Durante la fase de crecimiento exponencial, en cambio, es posible observar diferencias entre la cepa
que expresa phaP y la cepa control, en ambas concentraciones de NaCl. No obstante, dado que en
presencia de NaCl 0,7 M las cepas crecieron mas, y se podian apreciar mejor las diferencias, elegimos

continuar los analisis con esta concentracion.
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Figura 16. Tolerancia a estrés osmatico por NaCl de la cepa de E. coli ADA100. Se muestran las curvas de

crecimiento de ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1 (control) en presencia de NaCl 0,7M (lineas continuas)
y NaCl 1M (lineas discontinuas). Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis

(200 rpm). Las barras de error indican * desvio estandar entre triplicados. DOeoo nm: densidad dptima medida a
600 nm.

Para determinar el efecto de PhaP ante las condiciones de estrés osmotico ocasionado por una
concentracién de NaCl de 0,7 M, se calcularon diversos parametros cinéticos de crecimiento. Por un
lado, se evalud el porcentaje de tolerancia de cada cepa como la relacidn entre su capacidad de
aumentar la biomasa bajo las condiciones de estrés ensayadas y bajo condiciones normales (ecuacion
1 en Materiales y métodos). A las 6 h de crecimiento, la cepa productora de PhaP mostré una
tolerancia significativamente mayor en comparacion con la cepa control (Tabla 4). No pudo calcularse
este parametro para las 24 h de crecimiento dado que, como dijimos previamente, los cultivos habian

floculado y las mediciones de DOggo N0 eran confiables.

Por otro lado, se calculd el porcentaje de inhibicién de las cepas, determinando el cociente entre sus
velocidades de crecimiento con y sin estrés (ecuacién 4 en Materiales y métodos). En este caso, la

cepa que expresaba phaP mostrd un porcentaje de inhibicidn significativamente menor que la cepa
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control. Por ultimo, se determind la relacidon entre las velocidades de crecimiento de la cepa
productora de PhaP y la cepa control en presencia del agente estresor utilizando el coeficiente de
fitness relativo "s" (ecuacion 5 en Materiales y métodos). El valor de s obtenido fue positivo (Tabla 4),
lo cual pone de manifiesto que la expresién de phaP aumenta el fitness de las células, incrementando

su tolerancia al estrés osmotico provocado por la presencia de altas concentraciones de NaCl.

Tabla 4: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a estrés osmaético idnico en la cepa ADA100.

Parametro PhaP Control
DOeo0 24 h N.D. N.D.
tmax (h1) 0,45+0,02* 0,37+0,01
Tolerancia (T%) 6 h 24 + 4% 16+2
Tolerancia (T%) 24 h N.D. N.D.
Inhibicion (1%) 57 + 2% 62+1
Coef. fitness relativo (s) 22+2

Parametros cinéticos de crecimiento en presencia de NaCl 0,7 M calculados para las cepas de E. coli
ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en medio LB en
condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pumax fueron calculados utilizando las horas 2 a 4 de las curvas
de crecimiento. Las diferencias entre cepas se evaluaron mediante una prueba t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre cepas. DOsoo: densidad
Optica medida a 600 nm. pmax: velocidad especifica de crecimiento. N.D.: no determinada.

A continuacion, con la idea de estudiar el efecto de PhaP tanto ante estrés osmaético idnico como no
idnico, se realizaron ensayos usando sacarosa como agente estresor. El uso de sacarosa ya habia sido
probado en la cepa ADA100 como agente causante de estrés hiperosmatico (Bianchi & Baneyx, 1999).
En nuestros experimentos utilizamos una concentraciéon de sacarosa de 20% (m/v), lo cual es
ligeramente superior a la utilizada en los experimentos de Bianchi y colaboradores (quienes utilizaron
una concentracién 0,464 M equivalente a aproximadamente 16% (m/v)). La solucion de sacarosa fue
afiadida a los cultivos al cabo de 1 hora y el crecimiento en presencia de este soluto se determind

monitoreando la DOgoo durante 24 h de cultivo (Figura 17).
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Figura 17. Tolerancia a estrés osmatico por sacarosa de la cepa de E. coli ADA100. Se muestran las curvas de
crecimiento de ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1 (control) en presencia de sacarosa 20% (m/v). Los
experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error
indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoonm: densidad éptima medida a 600 nm.

En presencia de sacarosa 20% (m/v), la cepa productora de PhaP mostrd un incremento significativo
en el crecimiento. Esto se vio reflejado tanto en la pmax como en la biomasa final a 24 h, la cual exhibié
un 30% de aumento respecto de la cepa control. Los porcentajes de tolerancia a 6 y 24 h también
fueron significativamente mayores para la cepa que expresa phaP. Cuando se calcularon los
porcentajes de inhibicidn, se observé que la cepa que produce PhaP fue menos inhibida por la sacarosa
gue la cepa control, lo cual indica que la phasina ejerceria un efecto protector ante el estrés osmdtico

provocado por este soluto (Tabla 5).

Tabla 5: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a estrés osmatico no ionico en la cepa ADA100.

Parametro PhaP Control
DOs00 24 h 3,3+0,1* 2,5+0,2
pmax (ht) 0,66 +0,01* 0,56 +0,03
Tolerancia (T%) 6 h 97 + 3* 84+3
Tolerancia (T%) 24 h 88 + 5% 675
Inhibicién (1%) 37 £3* 42+2
Coef. fitness relativo (s) 18+4

Pardmetros cinéticos de crecimiento en presencia de sacarosa 20% (m/v) calculados para las cepas de E. coli
ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en medio LB en
condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pmax fueron calculados utilizando las horas 1 a 3 de las curvas
de crecimiento. Las diferencias entre cepas se evaluaron mediante una prueba t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre cepas. DOsoo: densidad
Optica medida a 600 nm. pmax: velocidad especifica de crecimiento.
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En conjunto, los resultados obtenidos en esta parte demuestran que la expresiéon de phaP confiere a
la cepa ADA100 una mayor tolerancia al estrés osmotico idnico, provocado por NaCl, y no idnico,
provocado por sacarosa. Esto se suma a los efectos beneficiosos ya conocidos para esta phasina en E.

coli recombinante.

Efecto de PhaP ante el estrés por solventes

Dado que se ha reportado que la expresion de chaperonas aumenta la tolerancia a solventes (Abdelaal
et al., 2015; Tomas et al., 2003; Zingaro & Papoutsakis, 2012, 2013) y, considerando que PhaP posee
dicha actividad (Mezzina et al., 2015), se buscé analizar también el efecto de esta phasina sobre la
tolerancia a distintos solventes, particularmente etanol, butanol y 1,3-propanodiol (1,3-PDO). Para
ello, trabajamos nuevamente con la cepa de E. coli ADA100, transformada con los plasmidos pADP

(que expresa phaP), o pBBR1IMCS-1 (plasmido vacio, cepa control) (Tabla 2).

Como nuestro objetivo era evaluar la tolerancia de estas cepas a los distintos solventes elegidos,
debimos primero determinar concentraciones de trabajo que fuesen sub-inhibitorias, es decir,
concentraciones en las cuales ambas cepas pudieran crecer. En funcién de lo reportado en bibliografia
al respecto de la tolerancia de E. coli a dichos solventes (Abdelaal et al., 2015; Zingaro & Papoutsakis,
2012, 2013), elegimos diferentes concentraciones para ensayar con cada uno de ellos. En el caso de
1,3-PDO, dado que no encontramos en la bibliografia trabajos que estudien la tolerancia de E. coli a
este compuesto, elegimos concentraciones cercanas a los titulos maximos sintetizados en esta
bacteria (Nakamura & Whited, 2003). De este modo, las concentraciones elegidas en cada caso
fueron: para etanol 5y 6% (v/v), para butanol 0,5y 0,75% (v/v), y, finalmente, para 1,3-PDO 8 y 10%
(v/v). Los solventes fueron afiadidos al medio de cultivo en estas concentraciones después de la
primera hora de crecimiento y luego se monitored la DOgoo durante 24 h de cultivo (Figura 18). Para
todos los solventes, elegimos la concentracidn mas baja para continuar con los analisis dado que en

esas condiciones ambas cepas tenian mayor crecimiento y era posible observar mejor las diferencias.
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Figura 18. Determinacion de la concentracidn sub-inhibitoria de cada solvente. Se muestran las curvas de
crecimiento de E. coli ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1IMCS-1 (control) en presencia de distintas
concentraciones de etanol (A), butanol (B) y 1,3-propanodiol (C). Los experimentos fueron realizados en medio
LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados.
DOeoo nm: densidad 6ptima medida a 600 nm. EtOH: etanol. ButOH: butanol. 1,3-PDO: 1.3-propanodiol.

En presencia de etanol 5% (v/v), la cepa productora de PhaP mostré un incremento significativo en el
crecimiento respecto de la cepa control (Figura 19), reflejado en un aumento del 30% en la pmax Y €N
la biomasa final a 24 h (Tabla 6). Cuando se analizaron los parametros cinéticos, se observé que la
presencia de la phasina permitio a los cultivos alcanzar porcentajes de tolerancia 1,4 veces mas altos
que los de la cepa control, tanto a 6 como a 24 h. También se calculd el porcentaje de inhibicidn, que
nos da una idea de cémo afecta el solvente las tasas de crecimiento de cada cepa, y se observd que la
cepa que produce PhaP fue menos inhibida por la presencia del alcohol que la cepa control (Tabla 6).
En conjunto, estos resultados nos demuestran que PhaP ejerce un efecto protector ante los efectos

del etanol.
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Figura 19. Tolerancia a etanol. Se muestran las curvas de crecimiento de E. coli ADA100/pADP2 (PhaP) y
ADA100/pBBR1MCS-1 (control) en presencia de etanol 5% (v/v). Los experimentos fueron realizados en medio
LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados.
DO60o nm: densidad 6ptima medida a 600 nm.

Tabla 6: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a etanol 5% (v/v) en la cepa ADA100.

Parametro PhaP Control
DOeo0 24 h 0,97 +0,09* 0,73+0,03
tmax (h1) 0,67+0,04* 0,51+0,01
Tolerancia (T%) 6 h 30+ 2% 222
Tolerancia (T%) 24 h 22 +1* 15+1
Inhibicion (1%) 36+1* 48 +2
Coef. fitness relativo (s) 31+4

Parametros cinéticos de crecimiento en presencia de etanol 5% (v/v) calculados para las cepas de E. coli
ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en medio LB en
condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pumax fueron calculados utilizando las horas 1 a 3 de las curvas
de crecimiento. Las diferencias entre cepas se evaluaron mediante una prueba t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre cepas. DOsoo: densidad
Optica medida a 600 nm. pmax: velocidad especifica de crecimiento.

Cuando se desafid a las cepas con butanol 0,5% (v/v), la cepa productora de PhaP también crecié mas
que la cepa control (Figura 20), lo cual se vio manifestado en una velocidad de crecimiento y una DOgoo
final significativamente mas altas (Tabla 7). No obstante, no se observaron diferencias significativas
entre las cepas en la inhibicidon ni en el porcentaje de tolerancia a 24 h. Donde si se observaron
diferencias es en la fase exponencial tardia dado que, a las 6 h de crecimiento, los cultivos que

expresaban la phasina mostraron una tolerancia significativamente mayor al butanol. Esto indicaria
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que el efecto protector de PhaP ante este solvente ocurre durante las primeras etapas de crecimiento

y hasta la fase exponencial tardia (Tabla 7).
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Figura 20. Tolerancia a butanol. Se muestran las curvas de crecimiento de E. coli ADA100/pADP2 (PhaP) y
ADA100/pBBR1MCS-1 (control) en presencia de butanol 0,5% (v/v). Los experimentos fueron realizados en
medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre
triplicados. DOeoo nm: densidad éptima medida a 600 nm.

Tabla 7: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a butanol 0,5% (v/v) en la cepa ADA100.

Parametro PhaP Control
DOso0 24 h 2,6+0,1* 2,301
pmax (h?) 0,54+0,03* 0,44+0,02
Tolerancia (T%) 6 h 65+ 7* 48 +1
Tolerancia (T%) 24 h 61+5 54+4
Inhibicion (1%) 48+ 4 54+2
Coef. fitness relativo (s) 22+2

Parametros cinéticos de crecimiento en presencia de butanol 0,5% (v/v) calculados para las cepas de E. coli
ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en medio LB en
condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pmax fueron calculados utilizando las horas 1 a 3 de las curvas
de crecimiento. Las diferencias entre cepas se evaluaron mediante una prueba t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre cepas. DOsoo: densidad
Optica medida a 600 nm. pmax: velocidad especifica de crecimiento.

Finalmente, se analizé el efecto de PhaP en la tolerancia a 1,3-PDO (Figura 21). En estos cultivos, la
cepa que expresa la phasina exhibid una pmax mayor y un aumento del 40% en la biomasa al cabo de

6 h. No obstante, durante la fase estacionaria y luego de adquirir cierta densidad celular, las células
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de ambas cepas comenzaron a formar agregados y a sedimentar, interfiriendo de esta forma con las
mediciones de absorbancia (DOego). No obstante, la inhibicion del crecimiento generada por el 1,3-
PDO 8% (v/v) fue significativamente menor para la cepa productora de PhaP que para el control (Tabla

8).
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Figura 21. Tolerancia a 1,3-propanodiol. Se muestran las curvas de crecimiento de E. coli ADA100/pADP2
(PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control) en presencia de 1,3-propanodiol 8% (v/v). Los experimentos fueron
realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar

entre triplicados. DOeoo nm: densidad 6ptima medida a 600 nm.

Tabla 8: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a 1,3-propanodiol 8% (v/v) en la cepa ADA100.

Parametro PhaP Control
DOso0 24 h N.D. N.D.
tmax (h1) 0,85+0,02* 0,68+0,05
Tolerancia (T%) 6 h 46 £ 2* 38+2
Tolerancia (T%) 24 h N.D. N.D.
Inhibicidn (1%) 19 + 3* 30+5
Coef. fitness relativo (s) 32+3

Parametros cinéticos de crecimiento en presencia de 1,3-propanodiol 8% (v/v) calculados para las cepas de E.
coli ADA100/pADP2 (PhaP) y ADA100/pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en medio LB
en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pmax fueron calculados utilizando las horas 1 a 3 de las
curvas de crecimiento. Las diferencias entre cepas se evaluaron mediante una prueba t de Student, definiendo
como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre cepas. DOsoo:
densidad éptica medida a 600 nm. pumax: velocidad especifica de crecimiento. N.D.: no determinada.

Para cada una de las condiciones de estrés analizadas se calculé también el coeficiente de fitness
relativo (s). En todos los casos analizados este parametro mostré valores positivos, indicando que la

expresion de phaP aumenta el fitness, permitiendo a las células incrementar su tolerancia a solventes
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tales como etanol, butanol y 1,3-PDO (Tablas 6 a 8). En conjunto, los resultados descriptos en esta
seccidn muestran que E. coli ADA100 es sensible a las sustancias quimicas en las concentraciones
ensayadas, y que la expresidon heterdloga de phaP aumenta significativamente la tolerancia,

incrementando el crecimiento de las bacterias.

Anadlisis de la tolerancia en la cepa mutante groEL

Dado que estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que PhaP tiene muchas
propiedades similares a las chaperonas, y que se observé que la expresién de phaP aumenta la
tolerancia a diversas condiciones de estrés, entre ellas el estrés osmdtico y el provocado por solventes,
se disefiaron experimentos para averiguar si el efecto protector de esta proteina era comparable al

de GroELS, una de las chaperonas mas conocidas y mejor caracterizadas.

En particular se analizd la capacidad de PhaP de complementar el fenotipo de sensibilidad a diferentes
tipos de estrés en una mutante groEL. Dado que groE es un operdn esencial en E. coli (Fayet et al.,
1989), no hay mutantes de delecidn en los genes correspondientes. No obstante, se ha obtenido una
mutante puntual denominada T850 (Takano & Kakefuda, 1972), que contiene una mutacion
cromosomal en el locus groEL que produce el cambio R268C (Veinger et al., 1998). Esta mutante es
sensible a diferentes condiciones de estrés y ha sido utilizada con éxito en estudios de
complementacién de funciones de GroEL (Goloubinoff et al., 1989), por lo que decidimos utilizarla en

nuestros experimentos.

Con el objetivo de evaluar si la expresion de la phasina podia complementar el fenotipo de la mutante,
esta cepa fue transformada con los plasmidos pGroELS1 (expresa groELS), pADP (expresa phaP) o el
vector vacio pBBR1IMCS-1 (Tabla 2), y se analizé su crecimiento, primero, en ausencia de agentes

estresores y, luego, en presencia de solventes y agentes de estrés osmético.

En ausencia de agentes estresores, se observé un leve incremento en el crecimiento de la cepa T850
complementada con GroELS, dado por un aumento en la densidad celular final en comparacioén con la
cepa control (Figura 22). Por su parte, la cepa que sobreexpresa phaP también mostré un aumento en
la biomasa a 24 h respecto de la cepa control. Ademas, la cepa productora de la phasina no solo mostrd
un aumento significativo en la pmax respecto de la cepa control (0,82 + 0,01 h* vs 0,72 + 0,02 h'}), sino
gue para nuestra sorpresa también crecié significativamente mas rapido que la cepa que sobreexpresa
groELS (0,82 + 0,01 h vs 0,76 + 0,01 h'%, valores calculados utilizando las horas 0 a 3 de las curvas de

crecimiento). Estos resultados indican que PhaP puede complementar funcionalmente los leves
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defectos en el crecimiento generados por la mutacion en groEL en ausencia de agentes estresores

(Figura 22).
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Figura 22. Curvas de crecimiento de E. coli T850 transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pBBR1MCS-1
(control) o pGroELS1 (GroELS), en ausencia de agentes estresores. Los experimentos fueron realizados en
medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estdndar entre
triplicados. DOsoo nm: densidad éptima medida a 600 nm.

A continuacion, se estudid si GroELS y PhaP podian aumentar la tolerancia de la cepa T850 a estrés
osmotico. Para ello, se intentd crecer las cepas en las mismas condiciones que en la seccidn anterior,
pero la presencia de NaCl 0,7M afecté bastante el crecimiento bacteriano y para poder obtener
mediciones confiables de absorbancia debimos utilizar una concentracion de sal mas baja. En
consecuencia, los cultivos fueron sometidos a estrés osmatico idbnico mediante el agregado de NaCl al
cabo de una hora de crecimiento a una concentracion final de 0,3 M (Figura 23). A pesar de que bajo
estas condiciones de estrés no se observaron diferencias significativas en la velocidad de crecimiento,
las cepas que expresaban phaP y groELS mostraron un aumento significativo en la biomasa respecto
de la cepa control, tanto a 6 como a 24 h. Cuando se calcularon los porcentajes de tolerancia, si bien
alas 6 h no se encontraron diferencias entre las cepas, a las 24 h la presencia de PhaP y GroELS generé
un aumento significativo en la tolerancia respecto de la cepa control (Tabla 9). El aumento en la
tolerancia observado en la cepa que expresa phaP fue incluso mayor que el de la cepa que expresa

groELS.

En presencia de sacarosa 20% (m/v), si bien tanto la cepa que produce PhaP como la que produce
GroELS aumentaron significativamente la biomasa final respecto de la cepa control, sélo la cepa que

produce la phasina mostré un incremento significativo en la pmax (Figura 24). En lo que respecta a los

76



Resultados - Capitulo |

porcentajes de tolerancia, los resultados fueron similares a los obtenidos frente al estrés osmoético
idnico. Mientras que a las 6 h no se observaron diferencias significativas, a las 24 h tanto PhaP como
GroELS incrementaron significativamente la tolerancia respecto del control (Tabla 9). Nuevamente, el

efecto de PhaP fue significativamente mayor que el de GroELS.
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Figura 23. Tolerancia a estrés osmatico idnico de la cepa mutante groEL. Se muestran las curvas de
crecimiento de E. coli T850 transformada con los pldasmidos pADP2 (PhaP), pBBR1IMCS-1 (control) o pGroELS1
(GroELS), en presencia de NaCl 0,3 M. Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de
aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoo nm: densidad dptima
medida a 600 nm.
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Figura 24. Tolerancia a estrés osmaético no idnico de la cepa mutante groEL. Se muestran las curvas de
crecimiento de E. coli T850 transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pBBR1MCS-1 (control) o pGroELS1
(GroELS), en presencia de sacarosa 20% (m/v). Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones
de aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoo nm: densidad
O6ptima medida a 600 nm.
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Tabla 9: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a estrés osmaético en la cepa T850.

Tolerancia (T%)

Agente de Cepa DOsoo Hmax

estrés P 24h (hY) 6h 24h
PhaP 3,90+ 0,04* 0,38+0,01 66+ 3 98 + 1*
NaCl 0,3 M Control 3,15+ 0,04* 0,36+ 0,01 714 86+ 1*
GroELS 3,50 £ 0,08* 0,34 +£0,02 69 +2 90 + 2*
PhaP 3,45+ 0,03* 0,55+ 0,02* 52+1 93 +1*

Sacarosa

+ * + + +1%*

20% (m/v) Control 2,55+0,01 0,50+ 0,01 54+1 68+ 1
GroELS 3,10+ 0,06* 0,51+0,01 54+1 77 £ 2%

Parametros cinéticos de crecimiento calculados para las cepas de E. coli T850/pADP2 (PhaP), T850/pBBR1MCS-
1 (control) y T850/pGroELS1 (GroELS) bajo condiciones de estrés osmatico. Los experimentos fueron realizados
en medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pmax fueron calculados utilizando las horas
1 a 3 de las curvas de crecimiento. Se evaluaron las diferencias entre las cepas aplicando un ANOVA de un factor
seguido de un test de Tukey HSD, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican que
los valores para una dada cepa difieren significativamente de los valores para las otras dos cepas. DOsoo:
densidad dptica a 600 nm. pmax: velocidad especifica de crecimiento.

A continuacién, analizamos también si GroELS y PhaP podian aumentar la tolerancia a solventes de la
cepa T850. Para ello, se crecieron las cepas con los mismos solventes utilizados en la seccién anterior.
En presencia de etanol 5% (v/v), tanto PhaP como GroELS fueron capaces de aumentar
significativamente la tolerancia a 24 h, obteniéndose un incremento en la biomasa final respecto de
la cepa control del 45% y 30%, respectivamente (Figura 25). No obstante, a las 6 h sélo la cepa que
expresa phaP mostré diferencias significativas en la tolerancia respecto de la cepa control. Del mismo
modo, en lo que respecta a la velocidad de crecimiento, la cepa que produce PhaP fue la Unica que

mostré un aumento significativo de este parametro (Tabla 10).

Cuando se afadioé butanol 0,5% (v/v) a los cultivos, no se observaron diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento entre las cepas (Tabla 10). Sin embargo, se observd en las cepas que
sobreexpresaban phaP y groELS un aumento en la biomasa final del 70% y 50%, respectivamente, en
comparacion con la cepa control (Figura 26). Esto evidencid que las cepas productoras de chaperonas

tenian una tolerancia al butanol significativamente mayor que la cepa control a las 24 h (Tabla 10).
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Figura 25. Tolerancia a etanol de la cepa mutante groEL. Se muestran las curvas de crecimiento de E. coli T850
transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pBBR1IMCS-1 (control) o pGroELS1 (GroELS), en presencia de
etanol 5% (v/v). Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Las

barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoo nm: densidad éptima medida a 600 nm.
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Figura 26. Tolerancia a butanol de la cepa mutante groEL. Se muestran las curvas de crecimiento de E. coli
T850 transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pPBBRIMCS-1 (control) o pGroELS1 (GroELS), en presencia
de butanol 0,5% (v/v). Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis (200
rpm). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoo nm: densidad éptima medida a 600

nm.

Finalmente, cuando se desafiaron los cultivos con 1,3-PDO 8% (v/v), tanto la cepa que expresa phaP

como la que expresa groELS mostraron una mayor tolerancia que la cepa control al cabo de 24 h,

incluso cuando no se observaron diferencias significativas en la umax (Tabla 10). En este caso el efecto

positivo en la tolerancia a 1,3-PDO fue mas pronunciado en la cepa productora de GroELS, tanto a 6
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como a 24h (Figura 27), lo cual le permitié a esta cepa alcanzar una biomasa final 40% mas alta que la

cepa control y 20% mas alta que la cepa que expresa la phasina.
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Figura 27. Tolerancia a 1,3-propanodiol de la cepa mutante groEL. Se muestran las curvas de crecimiento de E.
coli T850 transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pBBRIMCS-1 (control) o pGroELS1 (GroELS), en
presencia de 1,3-propanodiol 8% (v/v). Los experimentos fueron realizados en medio LB en condiciones de
aerobiosis (200 rpm). Las barras de error indican * desvio estandar entre triplicados. DOeoo nm: densidad dptima
medida a 600 nm.

Tabla 10: Parametros cinéticos de los ensayos de tolerancia a solventes en la cepa T850.

Agente de estrés Cepa DZ?I:’O l(':;" i; Gzzlerancia (T;A‘)‘hs
PhaP 0,81+ 0,06 0,18 £ 0,01* 15+ 1% 10+1
Etanol 5% (v/v) Control 0,56 £ 0,03* 0,12 £ 0,01 11+1 6+1%*
GroELS 0,73 £0,07 0,12 +0,01 12+1 8+1
PhaP 3,5+0,2 0,43+0,01 65+5 766
Butanol 0,5% (v/v) Control 2,0+0,2%* 0,41 +0,01 604 44 + 4%
GroELS 3,1+0,4 0,41 +0,02 60+ 4 64 +10
PhaP 1,61+0,01* 0,33+0,01 35+1 31+1*
1,3-PDO 8% (v/v) Control 1,36 £0,04* 0,33+0,01 35+2 28 £ 1*
GroELS 1,94 +£0,01* 0,35+0,01 40 £ 2* 38+1*

Parametros cinéticos de crecimiento calculados para las cepas de E. coli T850/pADP2 (PhaP), T850/pBBR1MCS-
1 (control) y T850/pGroELS1 (GroELS) bajo condiciones de estrés por solventes. Los experimentos fueron
realizados en medio LB en condiciones de aerobiosis (200 rpm). Los valores de pmax fueron calculados utilizando
las horas 1 a 3 de las curvas de crecimiento. Se evaluaron las diferencias entre las cepas aplicando un ANOVA de
un factor seguido de un test de Tukey HSD, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*)
indican que los valores para una dada cepa difieren significativamente de los valores para las otras dos cepas.
DOsoo: densidad dptica a 600 nm. pumax: velocidad especifica de crecimiento.

80



Resultados - Capitulo |

En conjunto, los resultados obtenidos en esta parte demuestran que la expresidon de phaP mejora la
tolerancia de la cepa mutante groEL ante todas las condiciones de estrés ensayadas. Si bien se
observan algunas variaciones dependientes del agente estresor, los efectos de PhaP son muy similares
a los obtenidos con GroELS, reforzando la hipdtesis de que el incremento en la tolerancia a estos

compuestos se debe al menos en parte a sus propiedades de chaperona.
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Discusion
Sobre el efecto de PhaP en la tolerancia a estrés osmatico

La alta osmolaridad es un fendmeno comun durante los procesos de fermentacidon microbiana, en los
cuales se administran sustratos en alta concentracidn y se sintetizan bioproductos en altos titulos.
Cuando las células estan expuestas a estas condiciones, experimentan pérdida de agua en el
citoplasma y despliegan mecanismos de respuesta como una mayor acumulacién de iones potasio y
solutos osmoprotectores. Dado que en varias bacterias se han encontrado evidencias de proteccidn
cruzada entre estrés osmotico, térmico y oxidativo (Gunasekera et al., 2008; Kilstrup et al., 1997,
Meury & Kohiyama, 1991; Volker et al., 1992; A. Weber et al., 2006), y considerando que PhaP tiene
un rol protector ante el estrés térmico y oxidativo en E. coli recombinante (de Almeida et al., 2011),

se buscd analizar su capacidad de proteger a las células ante estrés osmotico.

Los resultados obtenidos demuestran que la expresién de la phasina produce un incremento
significativo en la tolerancia de las células al estrés osmético. Esto se vié reflejado en una mayor
velocidad de crecimiento y una mayor produccion de biomasa en la cepa que produce PhaP respecto

de la cepa control, ante el estrés provocado tanto por NaCl como por sacarosa.

La figura 28 muestra la comparacion de los efectos de PhaP ante los dos agentes estresores ensayados
mediante los coeficientes de fitness relativo (s) y los porcentajes de tolerancia relativo [RT(%)]. El
coeficiente s se calcula como el cociente entre las velocidades de crecimiento de la cepa que expresa
phaPy la cepa control, bajo las condiciones de estrés analizadas (ecuacién 5 en Materiales y métodos).
De forma analoga, el RT(%) se calcula como el cociente entre las tolerancias de la cepa que produce
la phasina y la cepa control (ecuacién 2 en Materiales y métodos), bajo las mismas condiciones de
estrés. Dado que la tolerancia a 24 h no pudo determinarse en todos los ensayos de estrés osmdtico
(porque la formacién de sedimentos en algunos cultivos impidid la correcta medicidn de la DOgno), se
muestran los RT(%) a las 6 h. Como se puede ver, la expresidén de phaP tuvo efectos muy parecidos en
el fitness relativo ante los dos agentes estresores. En cuanto a los RT(%), se puede ver que PhaP generé
un incremento mas marcado en la tolerancia ante el estrés osmotico idnico que ante el estrés

osmatico neutro.
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Figura 28. Coeficientes de fitness relativo (s) y porcentajes de tolerancia relativos [RT(%)] a 6 h de la cepa
ADA100 productora de PhaP ante los agentes de estrés osmético ensayados: NaCl 0,7M y sacarosa 20% (m/v).
Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados.

Pese a que no ha sido descripto en la bibliografia que las chaperonas tengan algun rol en la respuesta
a estrés osmotico, existen algunos trabajos que reportan un aumento de la expresion de ciertas HSPs,
tales como Hsp31 y DnaK, en células de E. coli sometidas a este tipo de estrés (Meury & Kohiyama,
1991; A. Weber et al., 2006). Ademads, en un trabajo realizado en Lactococcus lactis se observo que la
exposicidon a estrés osmotico por NaCl inducia la expresién de DnaK y GroELS en un patrén temporal
similar al observado durante el estrés térmico, aunque a menores niveles de induccién. Los autores
proponen que la expresidon de estas HSPs en L. lactis se induce por la acumulacidon de proteinas
desnaturalizadas como resultado del estrés osmético (Kilstrup, Jacobsen, Hammer, & Vogensen,
1997). Esta idea se ve reforzada por estudios realizados en E. coli, en los cuales se observo que el shock
osmético provocado por 0,3 M de NaCl indujo la desestabilizacién de proteinas (Stadmiller et al.,
2017). El mecanismo propuesto en estos trabajos es que la pérdida de agua debido al estrés osmético
provoca una reduccidn de volumen celular, que aumenta el hacinamiento de los componentes del
citoplasma reduciendo la estabilidad de las proteinas. Esta desestabilizacion se debe a interacciones
atractivas transitorias de las proteinas entre si y con otras macromoléculas, que hacen que se vuelvan

mas propensas a agregarse.

En funcidn de estos resultados, se puede plantear la hipdtesis de que el aumento de la tolerancia a
estrés osmotico provocado por PhaP en los experimentos descriptos en esta tesis, se debe, al menos
en parte, a su rol como chaperona, asistiendo en la estabilizacion y plegado de proteinas
desnaturalizadas, y/o evitando su agregacion. Esta hipdtesis se ve reforzada por diversos trabajos en
los cuales la sobreexpresion de HSPs mejord el crecimiento de E. coli (Ghafoori et al., 2017; Sugimoto

et al., 2003; Tosukhowong et al., 2005) y otras bacterias (Chaurasia & Apte, 2009; Kaewchana et al.,
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2021) ante condiciones de estrés osmadtico. Mas aun, en dos de estas investigaciones se determiné
que la presencia de la chaperona disminuyd la cantidad de agregados proteicos generados bajo las

condiciones de estrés osmotico (Chaurasia & Apte, 2009; Sugimoto et al., 2003).

Sobre el efecto de PhaP en la tolerancia a solventes

En los ultimos anos, la produccion bioldgica de solventes y precursores quimicos a partir de recursos
renovables ha atraido una atencién cada vez mayor como alternativa sostenible a los métodos de
produccién derivados del petréleo. No obstante, una de las mayores limitaciones para estas
biotecnologias es la toxicidad ejercida por estos compuestos en las células que los sintetizan,
provocando dafios a las moléculas biolégicas y membranas celulares, e interrumpiendo procesos
bioldgicos esenciales. Las células responden a estos dafios desplegando diversos mecanismos que
incluyen la sintesis de proteinas de estrés y factores de transcripcién, bombas de expulsion,
modificaciones en la composicidon de la membrana y el metabolismo energético, y desintoxicacion
guimica (Mukhopadhyay, 2015; Nicolaou et al., 2010). Dado que se ha demostrado que la expresién
de chaperonas y HSPs aumenta la tolerancia de diferentes bacterias a este tipo de compuestos
guimicos (Abdelaal et al., 2015; Desmond et al., 2004; Kang et al., 2007; Tomas et al., 2003; Zingaro &
Papoutsakis, 2013), y que PhaP posee actividad de chaperona (Mezzina et al., 2015), se estudid si la

expresion de esta phasina tenia el mismo efecto.

Los resultados obtenidos demuestran que la expresion heterdloga de phaP en E. coli aumenta la
tolerancia a biocombustibles como etanol y butanol, y a sustancias quimicas como el 1,3-PDO,
protegiendo a las células del estrés provocado por estos solventes y apoyando ain mas el rol protector
general ejercido por PhaP en E. coli. La expresién de la phasina no sélo mejord la produccion de
biomasa sino también aumento significativamente la velocidad de crecimiento de las bacterias ante
los tres agentes estresores. No obstante, los efectos de PhaP resultaron dependientes del solvente,
en tanto se observaron diferentes patrones de crecimiento y respuestas en las células cuando fueron
expuestas a los distintos compuestos. Este tipo de variaciones también fueron reportadas en otras
cepas de E. coli que sobreexpresan chaperonas y proteinas de choque térmico, al ser desafiadas con

distintos solventes y sustancias quimicas (Abdelaal et al., 2015; Zingaro & Papoutsakis, 2012, 2013).

En la figura 29 se puede observar la comparacion de los efectos de PhaP ante los diferentes solventes.
En ella se muestran los coeficientes de fitness relativo (s) y los porcentajes de tolerancia relativa
calculados para cada una de las condiciones ensayadas. Dado que la tolerancia a 24 h no pudo

determinarse en todos los ensayos, los RT(%) comparados fueron los de las 6 h. Si comparamos los
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coeficientes s, un parametro cinético que depende de la velocidad de crecimiento, vemos que el
efecto de PhaP fue menor ante el butanol. Por su parte, si comparamos el porcentaje de tolerancia
relativo, un parametro que se calculd a partir de la biomasa a las 6 h de cultivo, podemos observar
qgue PhaP tuvo un menor efecto ante el 1,3-PDO. Una posible explicacion para esto seria que butanol
fue el solvente mas téxico para las células durante las primeras etapas del crecimiento, mientras que
el 1,3-PDO lo fue en las fases mas tardias. Una forma normalmente utilizada en la bibliografia para
evaluar la toxicidad de los solventes es el logaritmo del coeficiente de particidn octanol-agua (log P),
el cual se usa como medida de la hidrofobicidad de estos compuestos. Se ha reportado que los
solventes orgdnicos no polares con valores de log P entre 1y 5 son particularmente téxicos porque se
reparten preferentemente en la membrana plasmdtica, desorganizando su estructura y alterando las
funciones vitales de las células (Ramos et al., 2002). El etanol y el 1,3-PDO son compuestos polares,
con valores log P negativos (-0,31y -1,09, respectivamente), mientras que el butanol es menos polar
y tiene un log P de 0,88, mucho mas cercano al rango de mayor toxicidad. Segun este criterio, el
butanol seria el mds téxico de los tres solventes ensayados, lo cual explicaria las diferencias
observadas en los coeficientes de fitness relativo. No obstante, siguiendo el mismo criterio, el 1,3-PDO
seria el menos téxico de los solventes, lo cual no coincide con lo observado al comparar el porcentaje
de tolerancia relativo (Figura 29). Esto sugiere que la tolerancia a solventes es un fendmeno complejo
y que el uso de log P para evaluar la toxicidad de solventes no siempre es util. Esto ya habia sido
advertido por Zingaro y Papoutsakis, quienes observaron variaciones similares en los efectos de
GroELS ante alcoholes con diferentes log P. Los autores propusieron que considerar Unicamente los
efectos en la membrana no captura de forma realista la toxicidad de un solvente, dado que no se
tienen en cuenta las interacciones de estos compuestos con las estructuras celulares internas (Zingaro

& Papoutsakis, 2013).

85



Discusion - Capitulo |

50+ S
RT(%)
40-
30
°\°
20-
10-
0 : : :
EtOH ButOH 1,3-PDO

Figura 29. Coeficientes de fitness relativo (s) y porcentajes de tolerancia relativos [RT(%)] a 6 h de la cepa
ADA100 productora de PhaP ante los diferentes solventes ensayados. EtOH: etanol 5% (v/v). ButOH: butanol
0,5% (v/v). 1,3-PDO: 1,3-propanodiol 8% (v/v). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados.

En los ultimos afios se han estudiado las bases moleculares de la tolerancia a solventes en varias
bacterias mediante técnicas de evolucidn adaptativa y expresion génica (Alsaker et al., 2010; Goodarzi
et al., 2010; Minty et al., 2011; Ramos et al., 2015; Reyes et al., 2013). Estos estudios revelaron que la
tolerancia es un fendmeno complejo, en el cual hay muchos aspectos involucrados, y la expresién de
HSPs es uno de ellos. El mecanismo propuesto para la proteccion ejercida por las HSPs ante el estrés
causado por los solventes es la estabilizacién y re-plegado de proteinas importantes para el
metabolismo celular y la supervivencia, que se ven afectadas por estos compuestos (Nicolaou et al.,
2010). Dado que se ha demostrado que PhaP tiene actividad de chaperona in vitro e in vivo (Mezzina
et al., 2015), es posible que el aumento en la tolerancia a las sustancias quimicas ensayadas también

esté relacionada a su capacidad de ayudar a la estabilizacion de proteinas y su plegado.

Por ultimo, cabe destacar que, si bien el estrés producido por el etanol y el butanol en bacterias fue
extensamente estudiado (Nicolaou et al., 2010), no sucedié lo mismo con el 1,3-PDO. En un trabajo
realizado en el productor natural C. butyricum, se propuso que el efecto inhibitorio del 1,3-PDO es
similar al producido por otros dioles, incluyendo la desestabilizacion de la membrana (Colin et al.,
2000). Ademas, la acumulacién de 1,3-PDO en C. butyricum produjo un aumento en la sintesis de HSPs
(Szymanowska-Powatowska & Kubiak, 2015), de manera similar a la reportada en estudios de
transcriptomica y protedmica realizados en cepas de E. coli desafiadas con etanol y butanol
(Brynildsen & Liao, 2009; Horinouchi et al., 2010; Rutherford et al., 2010; Soufi et al., 2015). No
obstante, no se han explorado en profundidad las bases de la tolerancia a este compuesto. Si bien se
han realizado varios trabajos de mutagénesis y evolucién adaptativa en productores naturales de 1,3-

PDO, el objetivo de los mismos era encontrar cepas mas tolerantes para incrementar la productividad
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(Yang et al., 2018), y el efecto de las mutaciones no fue analizado. En productores recombinantes
tampoco se ha investigado la tolerancia, de modo que los experimentos realizados en esta tesis son
los primeros en estudiar este fendmeno en E. coli recombinante y demuestran que el uso de
chaperonas como PhaP es una estrategia efectiva para aumentar la tolerancia a esta sustancia

guimica.

Sobre el efecto de PhaP en una cepa mutante groEL

Con el objetivo de seguir caracterizando el efecto de PhaP en la tolerancia a estrés osmético y
provocado por solventes, se estudid estos fendmenos en la cepa T850, la cual contiene una mutacién
en el locus groEl (Takano & Kakefuda, 1972). El fenotipo de esta mutante puede ser complementado
tanto por GroELS (Goloubinoff et al., 1989) como por las proteinas de choque térmico IbpA e IbpB
(Veinger et al., 1998), por lo que representa un modelo adecuado para analizar chaperonas de

diferente tipo.

Tal como esperabamos, la complementacién de esta cepa con un pldasmido que expresa groELS mejord
su crecimiento en ausencia de agentes estresores y ademas produjo un incremento significativo de la
tolerancia de la cepa a todas las condiciones de estrés ensayadas. Los mismos resultados fueron
obtenidos cuando se transformd la cepa con un plasmido que expresa phaP, demostrando que la
phasina es capaz de complementar los efectos fenotipicos de la mutacién groEL de una forma similar
a la proteina GroELS. Dado que PhaP no presenta similitud de secuencia o estructura con GroELS u
otras chaperonas (Mezzina et al., 2014), su capacidad de aumentar la tolerancia de la mutante groEL

a los agentes agresores analizados apoya la hipdtesis de que esto se deba a su actividad de chaperona.

Si comparamos los porcentajes de tolerancia relativa a 24 h de las cepas que producen PhaP y GroELS,
respecto de la cepa control, podemos ver que el efecto protector ante el estrés ejercido por la phasina
fue mayor al ejercido por GroELS ante casi todos los agentes estresores (Figura 30). Este resultado fue
inesperado y da cuenta de la magnitud del efecto de PhaP. Sélo frente al 1,3-PDO el desempefio de la

cepa que expresa groELS fue mejor que el de la cepa que expresa phaP.
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Figura 30. Porcentajes de tolerancia relativa a 24 h de las cepas T850/pADP2 (PhaP) y T850/pGroELS1 (GroELS)
ante los diferentes estresores ensayados: NaCl 0,3 M; Sac: Sacarosa 20% (m/v); EtOH: etanol 5% (v/v); ButOH:
butanol 0,5% (v/v); 1,3-PDO: 1,3-propanodiol 8% (v/v). Las barras de error indican + desvio estandar entre
triplicados.

Las diferencias observadas en las tolerancias relativas de las cepas que producen PhaP y GroELS
indican que el efecto protector ejercido la phasina podria involucrar mecanismos diferentes de los
utilizados por GroELS. Por otra parte, dado que PhaP es una proteina de un tamafio mucho menor a
GroELS (20 kDa vs aproximadamente 70 kDa), podria ser que su sintesis genere una carga metabdlica
menor que la carga asociada a la sintesis de GroELS, una proteina compleja de gran tamafio,

potenciando aun mas los efectos benéficos de PhaP.
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Efecto de PhaP en la produccion de proteinas heterdlogas

Con el objetivo de explorar las aplicaciones biotecnoldgicas de PhaP, nos propusimos analizar su
capacidad de mejorar la produccion de proteinas heterdlogas en E. coli. Una de las estrategias mas
utilizadas para reducir la agregacion y para optimizar la produccién de proteinas heterdlogas es la
coexpresion de las mismas con chaperonas (Kolaj et al., 2009). Dado que ha sido demostrado que PhaP
presenta actividad de chaperona (Mezzina et al., 2015), se planted la hipdtesis de que su coexpresion
podria optimizar la sintesis de proteinas provenientes de otras bacterias en altos niveles de
concentracion, en sus formas solubles y activas. Para poner a prueba esta hipdtesis, utilizamos dos
enzimas beta-galactosidasas (B-gal) provenientes de la bacteria Bifidobacterium breve DSM 20213,
cuya actividad se observé que aumentaba en presencia de chaperonas como GroELS (Arreola et al.,

2014).

Para ello utilizamos la cepa T7 Express, una cepa derivada de la BL21 que posee una sustitucion del
operdn lac por el gen de la RNA polimerasa del fago T7. Por un lado, esta mutacion le confiere a la
bacteria la capacidad de sintetizar proteinas clonadas bajo el sistema de expresién T7. Por otro lado,
la mutacién elimina el gen lacZ enddgeno. Esta cepa fue transformada con los pldsmidos pBbBG1 y
pBbBG2 que portan los genes lacZ de las proteinas B-gal | (NCBI Ref. No. EFE90149.1) y B-gal Il (NCBI
Ref. No. EFE88654.1) de la bacteria B. breve DSM 20213, respectivamente. Las cepas resultantes
fueron luego transformadas con los plasmidos pPhaP328, que porta el gen phaP de Azotobacter sp.
FA8, y pSEVA328, como control (Tabla 2). En este sistema, la expresidon de las B-galactosidasas

heterdlogas se indujo con IPTG y la de PhaP, con acido m-toluico.

Los cultivos fueron crecidos a 30°C, en condiciones de aerobiosis (200 rpm) y la induccidn se realizé al
cabo de 1 h de crecimiento. A las 6 y 24 h se tomaron muestras de los cultivos para la determinacion
de la actividad B-galactosidasa, la cual se expresé en unidades de Miller (ecuacion 6 en Materiales y
métodos). El uso de la cepa T7 Express, al carecer de su gen lacZ enddgeno, nos permitié asegurarnos
gue la actividad enzimatica detectada en estos ensayos provenia exclusivamente de las proteinas

heterdlogas.

La coexpresion de PhaP con B-gal | aumentd significativamente los niveles de actividad enzimatica,
tanto a 6 como a 24 h (Figura 31). A pesar de que para ambas cepas la mayor actividad fue observada
alas 6 h (5 h post-induccién), las diferencias entre cepas fueron mas marcadas a las 24 h. La presencia
de PhaP produjo un aumento relativo de la actividad de B-gal | de 1,4 y 3,5 veces a las 6 hy 24 h,

respectivamente.
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Figura 31. Actividad B-galactosidasa a 6 y 24 h en extractos libres de células de E. coli recombinante que
expresan B-gal | de B. breve DSM 20213 con y sin coexpresion de PhaP. La actividad enzimatica estd expresada
en unidades de Miller. Los valores corresponden al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en
al menos dos cultivos independientes + desviacion estandar. Para cada hora, las diferencias entre las cepas se

evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican

diferencias significativas entre las cepas.

Con B-gal Il se obtuvieron actividades enzimaticas un poco mds altas que con de B-gal |, pero los
resultados fueron muy similares. La actividad de B-gal Il fue significativamente mayor cuando fue
coexpresada con PhaP, observandose un aumento de 2 y 3,2 veces respecto de la cepa control, a las

6 hy 24 h, respectivamente (Figura 32).
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Figura 32. Actividad B-galactosidasa a 6 y 24 h en extractos libres de células de E. coli recombinante que
expresan B-gal Il de B. breve DSM 20213 con y sin coexpresion de PhaP. La actividad enzimatica esta expresada
en unidades de Miller. Los valores corresponden al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en
al menos dos cultivos independientes + desviacion estandar. Para cada hora, las diferencias entre las cepas se
evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas entre las cepas.
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Los resultados obtenidos en esta parte demuestran que la coexpresion de PhaP con las proteinas B-
gal | y B-gal Il de B. breve DSM 20213 permite optimizar su sintesis en sus formas solubles y activas.
Los hallazgos son similares a los que habian sido reportados para estas mismas proteinas al ser
coexpresadas con la chaperona GroELS (Arreola et al., 2014). Estos resultados constituyen una
evidencia adicional de la funcidn de chaperona de PhaP, esta vez a través de la determinacién directa

de la actividad enzimatica de las proteinas heterdlogas con las que fue coexpresada.

Efecto de PhaP en la produccion de etanol

Dado que se ha observado que las chaperonas aumentan la tolerancia a etanol (Abdelaal et al., 2015;
Zingaro & Papoutsakis, 2012, 2013), probablemente reduciendo el estrés causado por el mismo, se
contemplé la posibilidad de que este tipo de proteinas pudieran incrementar el fitness de cepas de E.
coli productoras de este solvente. Mds aun, en vista de que se ha observado que la sobreproduccidn
de GroELS aumenta la produccién de butanol en C. acetobutylicum (Tomas et al., 2003), se planteé la
hipotesis de que la coexpresion de chaperonas pudiera mejorar también la sintesis de etanol en cepas
de E. coli productoras de este compuesto. Teniendo en cuenta que PhaP reduce los niveles de
expresion de genes relacionados a la respuesta a estrés (de Almeida et al., 2011), que presenta
actividad de chaperona (Mezzina et al., 2015), y que en los experimentos descriptos en el capitulo
anterior hemos observado que aumenta la tolerancia a etanol exégeno, nos dispusimos analizar los

efectos de la expresidn de esta phasina en una cepa de E. coli productora de etanol.

Si bien E. coli es capaz de sintetizar etanol naturalmente, lo hace en muy bajas concentraciones. Para
mejorar su sintesis y estudiar el efecto de PhaP en ella, se transformé la cepa ADA100 con el plasmido
pETum, el cual permite la sobreexpresion de adhE de Leuconostoc mesenteroides, una alcohol-
acetaldehido deshidrogenasa bifuncional (AdhE.n) mas eficiente que la de E. coli (Nikel et al., 2010)
(Figura 2). Esta cepa productora de etanol fue luego transformada con el plasmido pADP (expresa
phaP) o el vector vacio pBBRIMCS-1 (Tabla 2) y crecida en medio LB suplementado con 10 g/l de
glucosa. Los cultivos fueron realizados en condiciones de microaerobiosis (150 rpm) para favorecer la
sintesis de etanol, dado que es en condiciones de baja aireacién donde naturalmente se sintetiza este
alcohol en E. coli. La cepa que expresa la phasina mostré un aumento significativo en el crecimiento,
reflejado en una mayor pmax respecto de la cepa control y en un aumento del 50% en la DOggo a 24 h
(Figura 33, Tabla 11). Mas aun, con la cepa productora de PhaP se obtuvieron 0,84 g/| de etanol, lo
cual representa un aumento del 70% en el titulo final de etanol en comparacién con la cepa control

(Tabla 11). Estos resultados indican que PhaP ayuda a aliviar el estrés provocado por el etanol
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sintetizado por las células, ejerciendo un efecto positivo en el crecimiento celular y, en consecuencia,

mejorando la produccidn de este alcohol en E. coli.
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Figura 33. Efecto de PhaP en una cepa de E. coli productora de etanol. Se evalué el crecimiento (lineas
continuas) y la sintesis de etanol (lineas discontinuas) en E. coli ADA100/pETm transformada con los plasmidos
pADP2 (PhaP) o pBBR1MCS-1 (control). Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoo:
densidad 6ptima medida a 600 nm.

Tabla 11: Efecto de PhaP sobre la sintesis de etanol.

Cepa max DOsoo Etanol
P (h%) 24h &/
PhaP 0,94 +£0,02* 1,83 +0.08* 0,84 + 0,04*
Control 0,85+ 0,02 1,22 £ 0,02 0,49 £ 0,02

Las cepas son derivados de E. coli ADA100/pETim transformada con los pldasmidos pADP2 (PhaP) o pBBR1MCS-1
(control). Los experimentos fueron realizados en condiciones de microaerobiosis (150 rpm) en medio LB
suplementado con 10 g/l de glucosa. Los valores corresponden al promedio de determinaciones realizadas por
triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacidn estandar. Las diferencias entre las cepas se
evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas entre las cepas. DOeoo: densidad éptica a 600 nm. pmax: velocidad especifica de
crecimiento.

Con el fin de seguir caracterizando el efecto de PhaP sobre la sintesis de etanol, comparamos el efecto
producido por esta proteina con el de GroELS, una chaperona bien conocida que permitié aumentar

el rendimiento de butanol en cepas de Clostridium productoras de este alcohol (Tomas et al., 2003).
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Para ello, repetimos los experimentos de produccion de etanol, incluyendo en el andlisis a GroELS.
Transformamos nuestra cepa productora ADA100/pET.m con el plasmido pGROELS1 (que expresa
groELS) y realizamos cultivos a 24 h para comparar el desempeno de los tres recombinantes
etanologénicos (Figura 34). Como puede verse, PhaP y GroELS exhibieron efectos fenotipicos
similares, aumentando significativamente el crecimiento, el consumo de glucosa y la concentracién
de etanol en comparacidn con la cepa control. Teniendo en cuenta las similitudes observadas en las
cepas que expresan phaP y groELS, los resultados obtenidos en esta parte apoyan la hipétesis de que
la coexpresiéon de chaperonas puede mejorar la produccidon de etanol en E. coli etanologénica.
Ademas, brindan evidencia que sefiala que los efectos beneficiosos de PhaP en la acumulacion de este
alcohol se deben, al menos en parte, a sus propiedades de chaperona, ya que se observa un efecto
ligeramente mas marcado en la sintesis de etanol en la cepa que sobreexpresa phaP comparado con

la que sobreexpresa groELS.
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Figura 34. Efectos de PhaP y GroELS en la acumulaciéon de etanol. Se evalud la biomasa final, la cantidad de
glucosa remanente y la concentracién de etanol alcanzada al cabo de 24 h de crecimiento. Todas las cepas son
derivados de E. coli ADA100/pETim transformada con los plasmidos pADP2 (PhaP), pBBR1MCS-1 (control) o
PGROELS1 (GroELS). Los experimentos fueron realizados en condiciones de microaerobiosis, en medio LB
usando glucosa 10 g/I como sustrato. Los valores corresponden al promedio de determinaciones realizadas por
triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacién estandar. Para cada parametro analizado, se
evaluaron las diferencias de resultados entre las cepas aplicando un ANOVA de un factor seguido de un test de
Tukey HSD, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican que los valores para una
dada cepa difieren significativamente de los valores para las otras dos cepas. DOeoo: densidad éptima medida a
600 nm.
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Efecto de PhaP en la produccion de 1,3-PDO

Teniendo en cuenta que, como vimos previamente, PhaP no sdlo es capaz de aumentar la tolerancia
al etanol sino también de mejorar su acumulaciéon en cepas productoras y, en vista de que PhaP
también ha logrado incrementar la tolerancia a 1,3-propanodiol (1,3-PDO) exégeno, nos propusimos

evaluar si esta proteina era capaz de mejorar la sintesis del diol en E. coli recombinante.

El 1,3-PDO puede sintetizarse a partir de glicerol mediante una via metabdlica de dos pasos. El primero
es la deshidratacion del glicerol a 3-hidroxipropionaldehido, reaccidon que es catalizada por la enzima
glicerol-deshidratasa (GDHt). El segundo paso es la reduccion NADH-dependiente del aldehido a 1,3-
PDO, catalizada por la enzima 1,3-PDO-oxidoreductasa (PDOR) (Jiang et al., 2016; Nakamura & Whited,
2003) (Figura 3).

Con el objetivo de obtener una cepa de E. coli productora de 1,3-PDO, transformamos la cepa ADA100
con el plasmido pS221-PDO, el cual contiene los genes dhaR, dhaG, dhaT, dhaB, dhaC, dhaE, y dhaF
de K. pneumoniae GLC29 bajo el control de sus elementos regulatorios nativos. Los genes dhaBy dhaT
codifican las enzimas GDHt y PDOR, respectivamente. En este sistema, la sintesis de 1,3-PDO se induce
por el agregado de glicerol, sustrato de la via, y requiere del agregado de vitamina B12, en tanto la
enzima glicerol-deshidratasa es B12-dependiente. La cepa productora de 1,3-PDO fue, a su vez,

transformada con el plasmido pADP (que expresa phaP) o el vector vacio pBBR1IMCS-1 (Tabla 2).

Para evaluar el efecto de PhaP sobre la acumulacién de 1,3-PDO, se crecieron las cepas productoras
en medio LB suplementado con 10 g/l de glicerol como fuente de carbono, en condiciones de
aerobiosis (200 rpm). La cepa que expresa phaP crecié significativamente mds que la cepa control y
también produjo mas 1,3-PDO (Tabla 12). Al determinar el sustrato remanente a las 24 h en los
sobrenadantes de los cultivos se observd que la cepa que expresa la phasina habia consumido todo el
glicerol del medio, mientras que aproximadamente la mitad de la concentracion inicial de glicerol atn
permanecia en los cultivos de la cepa control (Tabla 12). Esto podria deberse a que, al ser mas
tolerante al 1,3-PDO, la cepa con PhaP no vio limitado su crecimiento por la acumulacién del diol, lo

cual condujo a un mayor consumo de sustrato y sintesis de producto final.

En funcion de estos resultados, se repitio el experimento utilizando 40 g/I de glicerol en el medio de
cultivo, con el objetivo de impulsar ain mas la sintesis de 1,3-PDO. En este caso, la cepa que expresa
phaP crecié aproximadamente hasta la misma DOsoo que en los cultivos con 10 g/l de glicerol, pero
sintetizé mucho mas 1,3-PDO que en esos ensayos (Tabla 12). En estas condiciones, la cepa productora
de la phasina crecié 2,2 veces mas que la cepa control, con una pmax significativamente mayor (0,963
+ 0,008 h'l vs 0906 + 0,002 h'l). Como puede verse en la figura 35, mientras que el crecimiento de la

cepa control alcanzé un plateau a partir de las 8 h, la cepa con PhaP continud creciendo por varias
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horas mas. La sintesis del diol se incrementé marcadamente durante la Ultima fase de crecimiento, y
continué aumentando incluso después de que el crecimiento celular hubo cesado. Esto le permitié a
la cepa que expresa phaP producir 5,2 g/l de 1,3-PDO, alcanzando un titulo 12,8 veces mas alto que el

de la cepa control (Figura 35, Tabla 12).

Tabla 12: Efecto de PhaP sobre la sintesis de 1,3-PDO utilizando diferentes concentraciones de sustrato.

Sustrato Cepa DOeoo 1,3-PDO Glicerol
24 h (g/1) remanente (g/l)
Glicerol PhaP 21+ 1* 1,24 + 0.09* -
10g/l Control 7,9+0,2 0,34 +0,08 6,04 + 0,02
Glicerol PhaP 20,0+0,1* 5,2 +0.3* 14,6 £ 0,6*
40/l Control 8,9+0,1 0,4+0,1 32+1

Las cepas son derivados de E. coli ADA100/pS221-PDO transformada con los pldsmidos pADP2 (PhaP) o
pBBR1MCS-1 (control). Los experimentos fueron realizados en condiciones de aerobiosis (200 rpm) en medio LB
suplementado con 10 g/l o 40 g/l de glicerol. Los valores corresponden al promedio de determinaciones
realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacion estandar. Las diferencias entre
las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas entre las cepas. DOeoo: densidad 6ptica a 600 nm. 1,3-PDO: 1,3-propanodiol.
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Figura 35. Efecto de PhaP en una cepa de E. coli productora de 1,3-PDO. Se evalud el crecimiento (lineas
continuas) y la sintesis de 1,3-PDO (lineas discontinuas) en E. coli ADA100/pS221-PDO transformada con los
pldsmidos pADP2 (PhaP) o pBBR1MCS-1 (control). Las barras de error indican * desvio estandar entre
triplicados. DOsoo: densidad 6ptima medida a 600 nm. 1,3-PDO: 1,3-propanodiol.
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Nuevamente, con el objetivo de comparar los efectos de PhaP con el de una chaperona bien conocida,
repetimos los ensayos de produccion incluyendo en el analisis a GroELS. Para ello, transformamos
nuestra cepa productora ADA100/pS221-PDO con el plasmido pGROELS1 (que expresa groELS) y
realizamos cultivos a 24 h para comparar el desempefio de los tres recombinantes productores de 1,3-
PDO (Figura 36). Los ensayos fueron realizados en medio LB suplementado con 40 g/I de glicerol, en
condiciones aerdbicas (200 rpm). El crecimiento de las cepas que expresan phaP o groELS fue
aproximadamente el doble que el de la cepa control, con un incremento atin mayor del consumo de
glicerol y de la concentracién de 1,3-PDO, demostrando que ambas proteinas tienen un claro efecto
en la sintesis de este bioproducto. Mas aun, las cepas que producen PhaP y GroELS mostraron
diferencias pequefias pero no significativas en la DOggo final, en la cantidad de glicerol remanente en
el medio de cultivo, y en el titulo final de 1,3-PDO producido. Otra vez, nuestros resultados apoyan la
hipdtesis de que los efectos beneficiosos de PhaP en la sintesis de bioproductos se deben a sus
propiedades de chaperona, y que la coexpresion de las enzimas biosintéticas con este tipo de
proteinas es una estrategia efectiva para mejorar la produccién de compuestos de interés

biotecnoldgico en E. coli.
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Figura 36. Efectos de PhaP y GroELS en la acumulacion de 1,3-propanodiol. Se evalud la biomasa final, la
cantidad de glicerol remanente y la concentracion de 1,3-propanodiol alcanzada al cabo de 24 h de
crecimiento. Todas las cepas son derivados de E. coli ADA100/pS221-PDO transformada con los plasmidos
pADP2 (PhaP), pBBR1MCS-1 (control) o pGROELS1 (GroELS). Los experimentos fueron realizados en
condiciones aerdbicas, en medio LB usando glicerol 40 g/l como sustrato. Los valores corresponden al
promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacion
estandar. Para cada pardmetro analizado, se evaluaron las diferencias de resultados entre las cepas aplicando
un ANOVA de un factor seguido de un test de Tukey HSD, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los
asteriscos (*) indican que los valores para una dada cepa difieren significativamente de los valores para las
otras dos cepas. DOsoo: densidad éptima medida a 600 nm. 1,3-PDO: 1,3-propanodiol.
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Efecto de PhaP en la produccidn de estireno

Construccidn de las cepas productoras de estireno

Dado que hemos visto que PhaP es capaz de mejorar la sintesis de varios productos de interés
biotecnoldgico en E. coli recombinante, tales como proteinas heterdlogas y solventes como el etanol
y 1,3-PDO, se buscd analizar si su expresidon también permitia obtener mayores titulos de estireno.
Paraello, se transformé la cepa BL21(DE3) con los plasmidos pS4412palRty pS2311fdcSc (gentilmente
donados por el Dr. Pablo Nikel), los cuales permiten la sobreexpresién de pal de Rhodosporidium
toruloides y fdc1 de S. cerevisiae, respectivamente. Estos genes codifican las enzimas PALy FDC, que
permiten la sintesis de estireno en E. coli a partir de L-Phe (Figura 4). Esta cepa productora de estireno,
a la cual denominamos BL21 sty, fue luego transformada con el plasmido pPhaP328 (que expresa

phaP) o el vector vacio pSEVA328 (Tabla 2).

Como puede verse, nuestro sistema de expresidon implica la sintesis de proteinas de diferentes
origenes en E. coli, cada una codificada en un plasmido distinto, ademas de la sintesis de un compuesto
qgue no es parte del metabolismo de la bacteria, en un medio con varios antibidticos. Esto representa

una carga metabdlica importante para la bacteria, y una potencial fuente de estrés.

Dado que el numero de plasmidos, asi como su estabilidad, podria afectar el crecimiento celular
(Bentley et al., 1990), antes de comenzar con los experimentos de produccién realizamos curvas de
crecimiento de las cepas. Para ello, se crecio a las células en frascos de vidrio de 50 ml conteniendo
10 ml de medio LB. Los cultivos fueron cerrados con tapones de goma e incubados a 37°C con agitacion
constante de 200 rpm. Al cabo de 1 h de crecimiento se indujo la expresién de phaP con acido m-
toluico 1 mM (las proteinas PAL y FDC no fueron inducidas en estos ensayos). Como puede observarse
en la figura 37, a pesar de que ambas cepas llegaron a valores similares de DOgoo al cabo de 24 h, se
observaron diferencias significativas en sus velocidades de crecimiento maxima. La cepa que expresa
phaP crecié significativamente mds rapido que la cepa control (0,608 + 0,009 htvs 0,56 + 0,03 h'l),
poniendo de manifiesto su efecto promotor de crecimiento en estas condiciones de mayor carga

metabdlica dada por el multiple nimero de plasmidos.
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Figura 37. Curvas de crecimiento de la cepa de E. coli BL21 sty transformada con los plasmidos
pPhaP328 (PhaP) o pSEVA328 (control). Los experimentos fueron realizados en botellas de 50 ml
cerradas con tapones de goma, conteniendo 10 ml de medio LB, e incubadas a 37°Cy 200 rpm de

agitacion. Las barras de error indican + desvio estandar entre triplicados. DOsoonm: densidad dptima
medida a 600 nm.

Optimizacidon de las condiciones de crecimiento para la produccion de estireno

Dado que el estireno es un compuesto volatil (presidon de vapor: 4,5 mm Hg a 20°C), con una
solubilidad limitada en agua (300 mg/l a 20°C), uno de los mayores desafios de los ensayos de
produccién fue poder capturar la mayor cantidad posible del estireno producido. Para evitar la pérdida
del producto, las cepas fueron crecidas en botellas cerradas con tapones de goma y precintos de
aluminio. Ademas, se ensayaron dos condiciones de crecimiento: cultivos monofasicos y bifasicos.
Mientras que los primeros no tuvieron fase organica afiadida, a los cultivos bifdsicos se les afiadié n-
dodecano en una fraccion de volumen de 0,2 respecto del medio, con el fin de realizar una
recuperacion in situ del producto. El n-dodecano es un solvente ideal para este tipo de estrategias en
tanto es un compuesto biocompatible pero no biodisponible, que posee una particién de alto
equilibrio del estireno sobre el agua. Ademds, ya habia sido efectivamente probado para la
recuperacion in situ de estireno y habia demostrado ser capaz de extraer del medio de cultivo mas del
99% del total del estireno producido, al ser utilizado en la misma fraccién de volumen (McKenna et

al., 2015).

Las cepas productoras fueron crecidas en condiciones de aerobiosis (200 rpm, utilizando una relaciéon
de volumen de cultivo:volumen del frasco [Vc:Vf] de 1:10) en medio LB suplementado con 10 g/l de

glucosa y 2 g/l de L-Phe. Tanto en los cultivos bifasicos como en los monofasicos, la cepa que expresa
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phaP produjo 6 veces mas estireno que la cepa control (Figura 38). Estos resultados indican que PhaP

también es capaz de mejorar la sintesis de estireno en E. coli recombinante.
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Figura 38. Efecto de PhaP sobre la sintesis de estireno en medio LB. Se determind el titulo de estireno
obtenido al cabo de 24 h por las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control). Los
experimentos fueron realizados en botellas tapadas (relacion de volumen de cultivo:volumen del frasco de
1:10), en medio LB suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/I. Los valores corresponden al
promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacion
estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-
valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas.

Si comparamos la produccidn entre los dos tipos de cultivo, se observa que en los cultivos bifasicos se
obtuvo un aumento de mas de 3 veces en el titulo de estireno que en los monofasicos (Tabla 13). Esto
pone de manifiesto que la estrategia de recuperacion in situ con n-dodecano resulta la mas eficiente
para la produccion de estireno. Esto se debe a que el n-dodecano, ademas de favorecer la extraccion
del estireno, también favorece a las células dado que evita la potencial acumulacién de este

compuesto en el medio de cultivo hasta niveles inhibitorios (McKenna et al., 2015).
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Tabla 13: Efecto de PhaP sobre la sintesis de estireno en medio LB.

Tipo de Cepa DOsoo Estireno L-Phe (g/1) Glucosa (g/1)
cultivo P 24h (mg/1) remanente remanente
PhaP 2,6+0,3 15,3+0,7* 1,6+0,3 3,2+0,3
Monof3asico
Control 29+0,3 2,5+0,7 2,0+£0,5 3,2+0,7
PhaP 3,1+£0,1 51 + 4% 1,3+0,2 43+0,4
Bifasico
Control 3,3+0,3 82 1,6+0,3 49+0,4

Resultados obtenidos con las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control) al cabo de 24 h de
crecimiento. Los experimentos fueron realizados en botellas tapadas (relacidon de volumen de cultivo:volumen
del frasco de 1:10), en medio LB suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/I. Los valores corresponden
al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacion
estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-
valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas. DOeoo: densidad éptica a 600 nm.
L-Phe: L-fenilalanina.

Con el objetivo de seguir optimizando las condiciones de cultivo y, en vistas de un posible escalado
futuro, decidimos repetir los experimentos utilizando un medio semi-definido. Este tipo de medios es
mds compatible con los procesos fermentativos, ya que, ademas de ser mas barato, el medio minimo
ayuda a obtener resultados mas reproducibles. El medio semi-definido utilizado, al cual denominamos
medio M9 TE, consiste de una matriz de medio M9, con el agregado de tiamina, extracto de levadura
y una solucién de trazas. El extracto de levadura funciona como fuente de vitaminas y de nitrégeno

organico, en forma de aminoacidos y péptidos.

De esta forma, las cepas productoras fueron crecidas en medio M9 TE, suplementado con 10 g/l de
glucosa y 2 g/l de L-Phe, en botellas tapadas, con agitacion (200 rpm, utilizando una relacién Vc:Vf de
1:10), y en las dos condiciones de crecimiento previas: cultivos monofasicos, sin fase organica afiadida,
y cultivos bifdsicos, con n-dodecano. Tal como habiamos visto previamente, la cepa que expresa phaP
produjo mayores concentraciones de estireno en ambos tipos de cultivos (Figura 39). En los cultivos
monofasicos, la cepa productora de PhaP sintetizd6 mas del doble de estireno que la cepa control,
mientras que en los cultivos bifdsicos la produccion fue casi 3 veces mayor en la cepa que expresa

phaP (Tabla 14).

Si comparamos estos resultados con los obtenidos previamente con el medio LB, vemos que ambas
cepas produjeron mas estireno cuando fueron crecidas en medio M9 TE (Tablas 13 y 14). Esto pone
de manifiesto que, ademas de ser menos costosa, la produccidn de estireno resulté mas eficiente en

un medio semi-definido como el M9 TE.
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Figura 39. Efecto de PhaP sobre la sintesis de estireno en medio M9 TE. Se determind el titulo de estireno
obtenido al cabo de 24 h por las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control). Los
experimentos fueron realizados en botellas tapadas (relacion de volumen de cultivo:volumen del frasco de
1:10), en medio M9 TE suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/I. Los valores corresponden al
promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes + desviacidn
estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-
valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas.

Tabla 14: Efecto de PhaP sobre la sintesis de estireno en medio M9 TE.

Tipo de Cepa DOsoo Estireno L-Phe (g/1) Glucosa (g/l)
cultivo P 24h (mg/l) remanente remanente
PhaP 2,74 £ 0,04* 14 £ 2* 1,78 £ 0,03* 1,06 £ 0,05*
Monofasico
Control 2,19 £ 0,09 51 2,03+£0,07 1,71+0,11
PhaP 2,210,2 82 +5* 1,58+0,02* 1,01 £0,05*
Bifasico
Control 2,0+0,2 29+2 1,77 £ 0,04 1,8+0,1

Resultados obtenidos con las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control) al cabo de 24 h de
crecimiento. Los experimentos fueron realizados en botellas tapadas (relacién de volumen de cultivo:volumen
del frasco de 1:10), en medio M9 TE suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/l. Los valores
corresponden al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes
+ desviacion estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas. DOsoo: densidad
Optica a 600 nm. L-Phe: L-fenilalanina.

Sin embargo, en estos experimentos nos llamé la atencidn que la DOsqo final alcanzada por los cultivos
(Tabla 14) era mucho menor que la de los precultivos, los cuales normalmente alcanzaban una DOgo

de 5. Tanto el medio de cultivo, como el tipo de botellas, la temperatura y la agitacién eran los mismos
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para los precultivos y los cultivos. Las Unicas diferencias entre ellos eran la induccién y la aireacién,
dado que los precultivos no estaban cerrados con tapones y precintos de aluminio. Para descartar que
una baja aireacidén estuviese perjudicando el desempefio de las cepas durante la produccidn,
decidimos repetir los experimentos utilizando botellas mds grandes, para incrementar la

disponibilidad de oxigeno, manteniendo la hermeticidad.

Nuevamente, las cepas productoras fueron crecidas en botellas tapadas, para evitar la pérdida de
producto, pero utilizando una relacidn de Vc:Vf de 1:20. Se realizaron cultivos solamente en las
condiciones bifasicas, dado que habiamos visto que eran las mas eficientes, en medio M9 TE
suplementado con 10 g/l de glucosay 2 g/l de L-Phe. En estos ensayos, al igual que en los experimentos
previos, la presencia de la phasina permitié alcanzar titulos de estireno significativamente mayores
gue la cepa control (Figura 40). En este caso, el titulo obtenido con la cepa productora de la phasina
fue de 122 mg/I, convirtiéndose en el mayor de todos los experimentos realizados en este trabajo de

tesis (Tabla 15).
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Figura 40. Sintesis de estireno en medio M9 TE en botellas con una relacién de volumen de cultivo:volumen
del frasco de 1:20. Se determiné el titulo de estireno obtenido al cabo de 24 h por las cepas BL21
sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control). Los experimentos fueron realizados en condiciones de
aerobiosis, en medio M9 TE suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/I. Los valores corresponden al
promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes * desviacidn
estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como significativo un p-
valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas.
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Tabla 15: Sintesis de estireno en medio M9 TE con relacion de volumen de cultivo:volumen de frasco de 1:20.

Tipo de DOsoo Estireno L-Phe (g/1) Glucosa (g/1)
. Cepa
cultivo 24h (mg/1) remanente remanente
PhaP 57+0,1* 122 + 8* 0,98 + 0,08* 0,1+0,1
Bifasico
Control 2,5+0,1 28+8 1,8+0,1 0,1+0,1

Resultados obtenidos con las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21 sty/pSEVA328 (control) al cabo de 24 h de
crecimiento. Los experimentos fueron realizados en botellas tapadas (relacién de volumen de cultivo:volumen
del frasco de 1:20), en medio M9 TE suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/l. Los valores
corresponden al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos independientes
+ desviacion estandar. Las diferencias entre las cepas se evaluaron con un t de Student, definiendo como
significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre las cepas. DOsoo: densidad
Optica a 600 nm. L-Phe: L-fenilalanina.

Cuando comparamos los resultados en ambas condiciones de aireacién, podemos ver que, si bien la
cepa que expresa phaP produjo mas estireno cuando fue crecida en botellas con una relacidn Vc:Vf
de 1:20, la cepa control no mostré diferencias significativas en los titulos de estireno obtenidos en los
dos tipos de botellas. Ademas, a pesar de que consumid toda la glucosa suministrada, la cepa control
tampoco aumentd notablemente su biomasa final en los cultivos con relacién Vc:Vf 1:20 (Tablas 14 y
15). En funcidn de estos resultados, nos interesé estudiar cémo fue la distribucién de carbono en los

cultivos realizados en los dos tipos de botellas.

Caracterizacion metabdlica de las cepas productoras de estireno

Con el fin de realizar una caracterizacion metabdlica de las cepas, se determiné por HPLC la
concentracién de los acidos organicos secretados por los cultivos en los dos tipos de frascos. Para que
esta comparacién tuviera en cuenta las diferencias en la biomasa, calculamos la produccidn especifica

de cada acido como el cociente entre su concentracion y el peso seco de biomasa.

Como puede observarse en la figura 41, todos los cultivos produjeron acidos de fermentacién como
lactato, succinato, acetato, piruvato y citrato. Esto indica que, en cierto punto del crecimiento, las
células llevaron a cabo una via de fermentacidn acido mixta. Como era esperable, el acetato fue el
acido mayoritario producido por ambas cepas, en los dos tipos de botella. La acumulacién de acetato
ha sido ampliamente descripta en E. coli cuando crece con una alta tasa de consumo de glucosa
(Andersen & von Meyenburg, 1980) y es un fendmeno conocido como metabolismo de

desbordamiento. No obstante, en los cultivos con relacion Vc:Vf 1:20 que producen phaP, se observd
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una disminucidn en la sintesis de acetato. La disminucién en la sintesis de acetato y del resto de los
acidos en ambas cepas, al comparar las dos condiciones, refleja una diferencia en la disponibilidad de
oxigeno. De este modo, podemos ver que la utilizacion de frascos con relacion Vc:Vf 1:20 nos permitid

aumentar la disponibilidad de oxigeno de los cultivos.
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Figura 41. Perfil de secrecidn de acidos organicos obtenido con las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21
sty/pSEVA328 (control) al cabo de 24 h de crecimiento. Se comparan dos condiciones de cultivo: botellas
tapadas con una relacion Vc:Vf de 1:10 o 1:20, agitadas a 200 rpm. Los experimentos fueron realizados en
condiciones bifasicas, en medio M9 TE suplementado con glucosa 10 g/l y L-fenilalanina 2 g/I. Los valores
corresponden al promedio de determinaciones realizadas por triplicado en al menos dos cultivos
independientes * desviacion estandar. Las diferencias entre las cepas en cada condicion se evaluaron con un t
de Student, definiendo como significativo un p-valor < 0,05. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas
entre las cepas. Vc:Vf: volumen de cultivo:volumen del frasco.
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Para la cepa control, el crecimiento en los frascos con mayor espacio de cabeza no produjo una
disminucién tan marcada en la sintesis de acidos fermentativos como en la de la cepa que expresa la
phasina. De hecho, mientras que en los cultivos de relaciéon Vc:Vf 1:10 no se habian observado
diferencias significativas entre las cepas en la produccién de la mayoria de los acidos, en los cultivos
mas aireados, la sintesis de citrato, piruvato, lactato y acetato fue significativamente mayor para la

cepa control que la cepa productora de PhaP (Figura 41).

Es particularmente notable la disminucidn en la concentracion de formiato, aunque este acido no es
un producto mayoritario. No se detectd formiato en los cultivos de las cepas con mayor aireacién, y
en el caso de la cepa con PhaP en ninguna de las condiciones. También vale la pena destacar los niveles
de deteccion de lactato, otro 4cido que suele ser minoritario, aunque fue el segundo acido mas
abundante en los cultivos en botellas pequefias para ambas cepas, y en las botellas mas grandes para

la cepa control (Figura 41).

En conjunto, los resultados obtenidos en esta seccion demuestran que la coexpresién de PhaP junto
con las enzimas PAL y FDC es una estrategia efectiva para mejorar la sintesis de estireno. Si bien las
condiciones del cultivo juegan un papel importante en los rendimientos de produccion, la presencia
de PhaP generd aumentos significativos en los titulos obtenidos bajo todas las condiciones probadas.
Teniendo en cuenta que la utilizacion de frascos con mayor relacién Vc:Vf nos permitié alcanzar
mayores titulos de estireno a la vez que sintetizar menos sub-productos fermentativos, concluimos
gue las condiciones mas adecuadas para la produccién de este compuesto de alto valor agregado son

los cultivos bifasicos en botellas con relacion Vc:Vf de 1:20.
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Discusion
Sobre el efecto de PhaP en la produccidén de proteinas heterdélogas

La produccién de proteinas recombinantes es crucial para el desarrollo de nuevos farmacos y E. coli
es el organismo mas utilizado para esta aplicacién biotecnolégica. No obstante, han sido reportadas
diversas limitaciones relacionadas con este proceso, como la acumulacién de las proteinas
recombinantes en cuerpos de inclusidn citoplasmaticos o periplasmaticos y la lisis celular, que reducen
significativamente los rendimientos. Una de las estrategias mas utilizadas para reducir la agregacion y
para optimizar la sintesis de estos productos recombinantes es la coexpresion con chaperonas (Kolaj
et al., 2009; Overton, 2014). Dado que ha sido demostrado que PhaP presenta actividad de chaperona
(Mezzina et al., 2015), se planted la hipdtesis de que su sobreexpresidn podria optimizar la sintesis de
proteinas provenientes de otras bacterias en sus formas solubles y activas. Para poner a prueba esta
hipotesis, la coexpresamos con dos enzimas beta-galactosidasas provenientes de la bacteria B. breve
DSM 20213. Los resultados obtenidos demostraron que la presencia de la phasina permite aumentar

significativamente los niveles de actividad enzimatica de las B-gal.

Estas mismas proteinas también habian sido coexpresadas con la chaperona GroELS, obteniéndose un
aumento de la actividad enzimatica de 30 y 14 veces para las B-gal | y Il, respectivamente (Arreola et
al., 2014). El efecto de PhaP en nuestros experimentos fue mas modesto que el de GroELS, lograndose
un aumento de mas de 3 veces en la actividad de estas enzimas. Si bien las cepas y los plasmidos
utilizados en esta tesis y el trabajo de Arreola y colaboradores son los mismos, hay ciertas variaciones
en los ensayos que podrian dar cuenta de las diferencias observadas. En primer lugar, los autores
crecieron las bacterias en MagicMedia, un medio que promueve altos niveles de expresion de genes
regulados por T7 sin necesidad de agregar un reactivo inductor, mientras que nuestros cultivos fueron
realizados en medio LB e inducidos con IPTG. Estas condiciones pueden impactar sobre la sintesis
proteica, ya que ha sido demostrado que la induccién de pulsos puede conducir a la activaciéon de
varias proteasas inducibles por estrés (Hoffmann & Rinas, 2004). En segundo lugar, los autores
crecieron las bacterias a 20°C mientras que nuestros ensayos fueron realizados a 30°C. El uso de
temperaturas mds bajas tiene como objetivo ralentizar la sintesis proteica y reducir la carga
metabdlica de la cepa, optimizando la produccidn. En tercer lugar, los autores utilizaron el vector
comercial pGro7 (Takara Bio Inc.), que tiene un mayor nimero de copias que el vector que nosotros
utilizamos para expresar la phasina (Jahn et al., 2016). Estos factores podrian explicar la diferencia en
los niveles de aumento de la actividad enzimdtica promovidos por cada chaperona. Sin embargo, no
puede descartarse que GroELS funcione mejor que PhaP para optimizar la expresidén de estas B-gal.

Ha sido extensamente demostrado que algunos sistemas de chaperonas funcionan bien para un
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sustrato y no para otros, y que estas afinidades suelen ser dificiles de predecir (Martinez-Alonso et al.,
2010; Schlieker et al., 2002). Sin ir mas lejos, para un mismo tipo de proteina pueden observarse
afinidades diferentes con la misma chaperona. Por ejemplo, mientras que la coexpresién de GroELS
con las B-gal | y Il de B. breve DSM 20213 condujo a un aumento notable en la actividad enzimatica, la
misma estrategia con la B-gal de Lactobacillus helveticus DSM 20075 no sélo no produjo un aumento
en la actividad enzimatica, sino que mostré una disminucién de la actividad de cuatro veces en
comparaciéon con la obtenida en las células sin chaperonas (Kittibunchakul et al., 2019). Estos
resultados demuestran la complejidad de los bioprocesos recombinantes y resaltan la importancia de

continuar el estudio de posibles estrategias para mejorarlos.

Con respecto de la caracterizacién de PhaP, estos resultados completan las observaciones en las que
se demostré la actividad chaperona in vitro, a través del analisis del efecto de PhaP sobre el plegado
de citrato sintasa, e in vivo, en donde se observé que PhaP era capaz de mejorar la solubilidad de una
proteina recombinante disminuyendo la formacion de cuerpos de inclusion (Mezzina et al., 2015).
Mientras que los trabajos anteriores se centraban en aspectos estructurales, las pruebas con las B-gal
permitieron demostrar por primera vez que los efectos de PhaP aumentan la actividad enzimatica de

las proteinas coexpresadas.

Sobre el efecto de PhaP en la produccién de etanol

Una de las principales limitaciones de la aplicacién de microorganismos en la produccion de solventes
y biocombustibles es su toxicidad. La presencia y acumulacidon de estos compuestos téxicos puede
afectar negativamente las tasas de crecimiento y reducir la viabilidad celular, limitando la capacidad
productiva de las cepas. Por esta razén, se han desarrollado diversas estrategias para aumentar la
tolerancia de los microorganismos productores, como la expresién de bombas de eflujo, de proteinas
gue modifican la composicién y fluidez de la membrana, o de proteinas involucradas en mecanismos
de respuesta a estrés, entre otros (Dunlop, 2011; Nicolaou et al., 2010). Dado que se ha demostrado
que la sobreexpresidn de chaperonas permite aumentar la tolerancia bacteriana a solventes (Abdelaal
et al., 2015; Zingaro & Papoutsakis, 2012, 2013), y que se han observado los mismos efectos con PhaP
en los experimentos descriptos en el primer capitulo, se evalud la posibilidad de que esta estrategia
también sea efectiva para mejorar la produccion de solventes y precursores quimicos en cepas

capaces de sintetizarlos.

Para explorar esta hipdtesis, se evalué el efecto de PhaP en el crecimiento y la produccion de etanol

en una cepa etanologénica de E. coli recombinante. En estos experimentos se observd que la
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expresion de phaP incremento el crecimiento bacteriano y el titulo del producto final en comparacién
con la cepa control, demostrando que la phasina no sélo es capaz de aumentar la tolerancia al etanol
sino también de mejorar su produccion. Adicionalmente, se hicieron ensayos para comparar el efecto
de PhaP con una chaperona bien caracterizada como GroELS y los resultados fueron muy similares con
ambas proteinas, reforzando la hipdtesis de que la sobreexpresién de chaperonas es un método

efectivo para aumentar la produccién de este biocombustible.

Los primeros en utilizar esta estrategia fueron Tomas y colaboradores, quienes al sobreexpresar
groELS en C. acetobutylicum, obtuvieron un aumento del 32% en el titulo de butanol (Tomas et al.,
2003). Desde entonces, diversos autores sobreprodujeron HSPs homdlogas y heterdlogas en distintas
cepas del productor natural C. acetobutylicum con el objetivo de mejorar la produccion de este
solvente (Bormann et al., 2014; Liao et al., 2017; Mann et al., 2012). Por otro lado, la sobreexpresién
de groELS también se utilizé para mejorar la acumulacidn de etanol en el productor natural Z. mobilis,
en el cual condujo a un aumento del titulo del 11% en fermentaciones a alta temperatura utilizando
jugo de sorgo dulce como sustrato (Kaewchana et al., 2021). En E. coli recombinante, por su parte, la
sobreexpresion de ibpA y groELS se utilizd para mejorar la sintesis de isopentenol y floroglucinol en

un 11% vy 40%, respectivamente (Foo et al., 2014; Zhang et al., 2017).

Si bien los ensayos de produccion de etanol desarrollados en este trabajo de tesis fueron realizados
como prueba de concepto de la capacidad de PhaP para mejorar la sintesis de compuestos quimicos
de alto valor agregado, se debe destacar que el aumento en el titulo obtenido con la phasina respecto
de la cepa control (70%) es mayor que el de los trabajos antes descriptos con otras chaperonas para

diversos compuestos en productores naturales y recombinantes.

Sobre el efecto de PhaP en la produccién de 1,3-propanodiol

Los resultados obtenidos con la cepa productora de etanol abrieron la posibilidad de que PhaP pueda
también mejorar la sintesis de 1,3-PDO en una cepa de E. coli recombinante que produce este
compuesto a partir de glicerol. Los experimentos realizados en esta parte demostraron que la
expresion de phaP incrementd el crecimiento de la cepa productora de 1,3-PDO, lo cual se vio
reflejado en un aumento de la velocidad de crecimiento y de la DOsqao, y también el titulo del producto
final, el cual fue casi 13 veces mas alto que el de la cepa control. Pero a diferencia de lo observado en
la cepa productora de etanol, en las cepas que producen 1,3-PDO, la presencia de PhaP no sélo mejord
el crecimiento, sino que también afectd la conversién de sustrato. Mientras que las células control

cesaron de crecer y acumular 1,3-PDO al cabo de 8 h de cultivo, las células que expresaban phaP
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mostraron una fase de crecimiento mas larga y continuaron acumulando 1,3-PDO incluso después de
alcanzar la fase estacionaria. Por un lado, esto podria deberse a que la presencia de PhaP otorga a las
células mayor tolerancia a 1,3-PDO, permitiéndoles crecer por mds tiempo. Por otro lado, el aumento
de la acumulacion del diol durante la fase estacionaria podria explicarse por la propiedad de
chaperona de PhaP, que les permite a las enzimas GDHt y PDOR estar activas por mas tiempo. Ademas,
a diferencia de lo que ocurre con la sintesis de etanol, la disponibilidad del C para la sintesis de 1,3-
PDO no depende del metabolismo central del C de las células (en el caso de etanol, a través del acetil-
CoA proveniente de glucdlisis). El 1,3-PDO puede obtenerse por transformaciéon directa del glicerol
provisto en el medio de cultivo llevada a cabo por las enzimas heterdlogas sobreexpresadas. Esto
podria explicar por qué se sigue produciendo el compuesto aun después de que las células han dejado
de crecer, haciendo que el aumento en la sintesis de 1,3-PDO sea mucho mayor que el aumento de

biomasa.

El efecto de la phasina en |la produccién de 1,3-PDO puede ser comparado con lo observado por Tomas
y colaboradores en la productora de butanol C. acetobutylicum, en la cual la sobreproduccion de
GroELS generd un aumento de las tasas metabdlicas (absorcion de sustrato y formacion de producto)
y una extensién de la fase activa de crecimiento (Tomas et al., 2003). Cuando se sobreexpresd GroELS
en la cepa de E. coli productora de 1,3-PDO se observd un efecto similar, demostrando claramente
que las chaperonas pueden aumentar el rendimiento de este bioproducto y apoyando la hipdtesis que

los efectos de PhaP estan asociados a sus propiedades de chaperona.

Los efectos de PhaP en la produccion de 1,3-PDO se siguieron explorando como parte de otra linea de
investigacion de nuestro laboratorio, centrada en la manipulacién de reguladores globales para
mejorar la sintesis de bioproductos. En esos experimentos, se trabajo con una cepa de E. coli mutante
de delecidn en el regulador global ArcA. En cultivos en frasco agitado, la sobreexpresion de la phasina
en este contexto gendmico produjo un aumento del 45% en el titulo de 1,3-PDO. Cuando se escald
esos cultivos a un biorreactor, la presencia de PhaP permitié obtener mas de 24 g/l de 1,3-PDO, lo cual
representd un aumento en la sintesis de diol del 30%, con respecto a la cepa mutante sin phasina.
Ademas, la presencia de PhaP mejoré todos los aspectos cinéticos del cultivo (rendimiento,
productividades volumétrica y especifica, consumo de glicerol), tanto respecto de la cepa salvaje como
de la mutante sin PhaP. De hecho, la expresidn de phaP en el contexto de la mutante arcA restauré la
velocidad de crecimiento a los valores obtenidos con la cepa salvaje (Figura 42) (Egoburo et al., 2018).
Por un lado, estos resultados ponen de manifiesto que los efectos beneficiosos de PhaP se pueden
combinar con otras manipulaciones metabdlicas para desarrollar cepas mas eficientes, disefiadas a la
medida de los bioproductos de interés. Por otro lado, estos resultados también indican que el efecto

de PhaP se mantiene en condiciones de cultivo en biorreactor de escala laboratorio. Esto abre el
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camino para su utilizacién en cultivos a escalas mas altas para la sintesis de una diversidad de

compuestos de valor agregado.
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Figura 42. Efecto de PhaP en la produccion de 1,3-PDO en cultivos en biorreactor de escala laboratorio. Las cepas
E. coli BW25113 (wild type, triangulos) y su derivado mutante arcA (arcA, cuadrados) fueron transformadas con
un plasmido que contiene los genes del reguldn dha para la sintesis de 1,3-PDO. La cepa mutante arcA ademas
fue transformada con el plasmido pPhaP328 (arcA+PhaP, circulos) para evaluar el efecto de la phasina. Los
cultivos fueron realizados en medio M9 TE suplementado con glicerol 30 g/l en un biorreactor en condiciones
completamente aireadas durante 48 h. La expresion de phaP se indujo mediante la adicidon de acido m-toluico
0,5 mM cuando los cultivos alcanzaron la fase exponencial temprana (DOeoo = 0,8). Adaptada de Egoburo et al.,
2018.

Sobre el efecto de PhaP en la produccion de estireno

El estireno es un hidrocarburo aromatico de gran importancia industrial que en la actualidad se
produce quimicamente a partir de materia prima derivada del petréleo. Si bien se ha disefiado una via
metabdlica para la produccidn de estireno en E. coli (McKenna & Nielsen, 2011), la toxicidad de este
compuesto limita su biosintesis en las células. Estudios de transcriptdmica revelaron que la toxicidad
del estireno se debe a danos tanto en la envoltura celular como en el DNA, ante los cuales E. coli
responde reduciendo la sintesis de biomoléculas, al mismo tiempo que interrumpe la divisidn celular
normal y dirige los recursos a la activacidn de sistemas de respuesta a estrés y fortalecimiento de la
membrana (Machas et al., 2021). Como hemos visto en los experimentos descriptos en este trabajo
de tesis, PhaP aumenta la tolerancia de E. coli a solventes como etanol, butanol y 1,3-PDO, cuya
toxicidad produce dafios similares en las células. Ademads, esta phasina posee un efecto protector ante
diversas condiciones de estrés, tales como estrés térmico, oxidativo y osmotico, y se ha visto que su
coexpresion junto con las vias de sintesis de varios bioproductos llevé a una mayor produccién de
etanol, 1,3-PDO y enzimas recombinantes. En funcién de estos resultados, nos dispusimos a analizar

los efectos de la expresion de esta phasina en una cepa de E. coli productora de estireno.
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Para ello, construimos una cepa que produce las proteinas PAL y FDC y luego la transformamos con
un plasmido para la expresién de phaP o el mismo vector vacio. Este sistema de expresién implica la
sintesis de tres proteinas heterdlogas en E. coli, cada una codificada en un plasmido distinto. Cuando
analizamos el crecimiento de estas cepas en condiciones no productoras (sin inducir PAL ni FDC),
observamos que la presencia de la phasina permitié a las células crecer mas rdpido y alcanzar valores
de biomasa significativamente mayores que la cepa control durante la fase exponencial tardia. Estos
resultados demostraron que PhaP exhibe un efecto promotor del crecimiento en condiciones de alta
carga metabdlica dada por la presencia de multiples pldsmidos en un medio de cultivo que contiene

varios antibioticos.

A continuacién, nos abocamos a la tarea de optimizar las condiciones de cultivo para la produccion.
La biosintesis de estireno presenta varios desafios debido su toxicidad y su alta volatilidad. Una de las
estrategias mas ampliamente utilizadas para hacer frente a ambas dificultades es la recuperacion in
situ del producto. Este método de extraccion permite eliminar selectivamente el producto del cultivo
a medida que se produce, favoreciendo su recuperacion y evitando su potencial acumulacién hasta
niveles inhibitorios. Para nuestros ensayos utilizamos n-dodecano, un compuesto que ya habia sido
utilizado eficientemente por otros investigadores (K. Lee et al., 2019; Liu et al., 2018; McKenna et al.,
2015). Esta estrategia de recuperacion in situ nos permitio alcanzar titulos de estireno de tres a cinco
veces mas altos que en las condiciones monofasicas, cuando se la utilizd en los cultivos con medio LB
y medio M9 TE, respectivamente. Estas diferencias fueron incluso mayores que las obtenidas por
McKenna y colaboradores, en cuyos experimentos el uso de n-dodecano habia permitido obtener el

doble de estireno que en los cultivos monofasicos (McKenna et al., 2015).

En cuanto al crecimiento en ambas condiciones, nuestros experimentos no fueron muy concluyentes.
Mientras que en los cultivos de LB las células crecidas en condiciones bifasicas alcanzaron mayores
valores de biomasa, en los cultivos de M9 TE se observoé lo contrario. Seria interesante realizar curvas
de crecimiento en ambas condiciones para poder caracterizar mejor los efectos de la extraccidn in
situ. Liu y colaboradores, quienes también trabajaron con derivados de la cepa BL21(DE3) realizaron
curvas de crecimiento celular en cultivos monofasicos y bifasicos con miristato de isopropilo. Sus
resultados revelaron que el crecimiento celular se incrementé significativamente en el cultivo bifasico
en todas las horas, por lo que los autores concluyeron que el miristato de isopropilo pudo eliminar
selectivamente el estireno de su sistema de reaccidon, manteniendo la concentracién de estireno

alrededor de las células por debajo del umbral de inhibicidn (Liu et al., 2018).

Otra de las condiciones que pusimos a punto en nuestros ensayos fue el medio de cultivo. Nuestro

objetivo fue intentar utilizar medios semi-definidos, que son mas rentables para su uso en la industria
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que un medio complejo como el LB. Para ello, utilizamos el medio M9 TE, el cual esta suplementado
con tiamina, extracto de levadura y una solucion de trazas. Lee y colaboradores emprendieron una
busqueda similar, y también optimizaron sus cultivos en un medio semi-definido. Los autores hicieron
pruebas con cuatro fuentes complejas diferentes: extracto de levadura, peptona, triptona y
casaminodcidos, y finalmente eligieron suplementar con extracto de levadura dado que les permitié
obtener mayor crecimiento celular y produccién de estireno (K. Lee et al., 2019). En nuestro caso, el
cambio de medio de cultivo, si bien no condujo a mayores valores de biomasa final si lo hizo con la
produccién de estireno, lo cual nos da buenas perspectivas para el escalado a cultivos en biorreactor

(Figura 43).

Con el cambio de medio de cultivo nos dimos cuenta que también debiamos poner a punto la
aireacion. Hasta entonces nuestros cultivos habian sido crecidos en botellas de 50 ml con 5 ml de
medio, lo cual representaba una relacién Vc:Vf de 1:10, que ademds de ser la estdndar para los cultivos
aerdbicos de E. coli, también era mayor a la utilizada en la mayoria de los trabajos de produccion de
estireno en frasco agitado (1:5) (K. Lee et al., 2019; Liang et al., 2020; Liu et al., 2018; McKenna et al.,
2015; McKenna & Nielsen, 2011). No obstante, cuando probamos nuestros cultivos en botellas de 100
ml con 5 ml de medio (Vc:Vf 1:20), vimos que ambas cepas crecieron significativamente mas. Mas aun,
en la cepa que expresa la phasina se observé un aumento significativo en la sintesis de estireno (Figura
43). Esto puso de manifiesto que las condiciones de aireacion son importantes para asegurar una
buena produccién, sobre todo en estos ensayos en los cuales los recipientes deben estar cerrados
herméticamente para evitar la pérdida de producto. Si bien ninguna de las investigaciones realizadas
en frasco agitado reporta problemas en la aireacién de los cultivos, en la mayoria de estos trabajos los
recipientes utilizados eran matraces. Es posible que la agitacion en tales recipientes permita un mejor
intercambio de gases con el cultivo que nuestras botellas, o simplemente es una variable que otros
investigadores no tuvieron en cuenta. Los Unicos trabajos en donde reportan un control de la
disponibilidad de oxigeno en cultivos de frasco agitado son el de Machas y colaboradores, en el cual
los autores realizan un intercambio del espacio de cabeza de cada cultivo con gas oxigeno puro, y el
de McKennay colaboradores, en el cual utilizan el colorante indicador resazurina (Machas et al., 2021;

McKenna & Nielsen, 2011).

Con respecto de la caracterizacion metabdlica de las cepas en las condiciones de cultivo empleadas,
se pudo reforzar la idea de que un mayor espacio de cabeza en las botellas disminuyé el flujo de
carbono hacia los productos de fermentacidn. Si bien en el modelo utilizado en este trabajo esto no
deberia afectar demasiado a la sintesis de estireno, ya que se produce a partir de fenilalanina agregada

al medio y no a través del metabolismo central del C, estas diferencias adquirirdn mayor relevancia en
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estudios futuros en los que se utilicen cepas sobreproductoras de fenilalanina en las que no se

agregarad el sustrato exégenamente.

Las diferencias observadas en la concentracion de formiato son especialmente llamativas. Es posible
que el estado de oxidacidon de las células no alcanzase el grado de reduccidn necesaria para la
produccién de este metabolito, una posibilidad que se apoya en la reduccidn en la sintesis de lactato,
otro de los acidos determinados cuya sintesis se ve favorecida por condiciones mas reducidas. Por
otra parte, no se puede descartar que las células sintetizaran formiato, pero este fuera degradado
rapidamente debido al propio metabolismo celular o a una posible actividad inespecifica de Ila

decarboxilasa sobreexpresada, FDC, aunque esta actividad nunca ha sido reportada.

Con respecto de la sintesis de lactato, mientras que en los cultivos de relacién Vc:Vf 1:10 no se
observaron diferencias entre las cepas en la sintesis de este acido fermentativo, en los cultivos en las
botellas mas grandes su sintesis disminuyé significativamente en la cepa que expresa phaP, pero no
en la cepa control. Estas discrepancias indican que, ademas de la disponibilidad de oxigeno, hay otros
factores de estrés afectando la distribucién de carbono. Por ejemplo, el estrés metabdlico es una
condicién que ha sido ampliamente reportada en bioprocesos recombinantes. El drenaje de
precursores de energia y biomasa, incluyendo aminodacidos y nucleétidos, hacia la sintesis de material
recombinante impone severas alteraciones en el metabolismo de las células hospedadoras (Carneiro
et al., 2013). Dado que la sintesis de proteinas es el proceso que mas energia consume en la célula, la
generaciéon de energia puede volverse critica en los productores recombinantes, quienes pueden
verse impulsados a activar vias alternativas como la fosforilacidon a nivel de sustrato (Hoffmann &
Rinas, 2004). A esto se le suma el estrés provocado por el estireno, que promueve un cambio en el
comportamiento celular del "modo de crecimiento" al "modo de supervivencia", activando diversos
mecanismos de respuesta (Machas et al., 2021). En este contexto, el efecto promotor del crecimiento
ejercido por PhaP bajo condiciones de alta carga metabdlica podria explicar las diferencias en la
distribucién del carbono observadas entre las cepas. De acuerdo con esta hipétesis, bajo condiciones
de produccion de estireno, cuando todas las proteinas recombinantes estdn inducidas, PhaP ejerceria
un efecto promotor del crecimiento que conduce a una mayor produccion de biomasa y una menor

acumulacién de subproductos fermentativos en comparacion con la cepa control.

En la figura 43 se muestran los sucesivos pasos de optimizacidn y los titulos alcanzados por las cepas
en cada uno de ellos. Como se puede observar, mientras que con la cepa productora de la phasina se
logré aumentar la sintesis de estireno en cada paso de optimizacion, la cepa control no mostré
mejoras en el ultimo paso. Esto puede deberse a que el estireno producido por las células alcanzé una

concentraciéon inhibitoria, a que la cinética enzimatica de PAL o FDC alcanzd un limite en esas
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condiciones de reaccidn, o bien que la disponibilidad de oxigeno no estaba condicionando el
crecimiento de la cepa. Si comparamos los titulos obtenidos por la cepa control en el Ultimo paso de
optimizaciones respecto del primero, obtenemos un aumento de 12 veces en el titulo de estireno. Si
hacemos la misma comparacién para la cepa que expresa la phasina, el titulo obtenido en el ultimo
paso es 8 veces mas alto que el del primero. Estas diferencias en los aumentos de cada cepa podemos
atribuirlas a que las mayores concentraciones de estireno producidas por la cepa que expresa phaP
afectan negativamente las potenciales mejoras de cada paso. Sin embargo, si evaluamos el
incremento total de nuestro sistema, comparando el titulo obtenido por la cepa que produce PhaP en
el ultimo paso con el titulo obtenido por la cepa control en el primero, obtenemos un incremento de

48 veces en la concentracion de estireno.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la expresidon de phaP en la cepa productora de
estireno nos permitié aumentar significativamente la produccion de este compuesto. Esto podria

deberse a varias razones.

i Por un lado, es posible que el efecto protector ejercido por PhaP en E. coli, le proporciond una
mayor tolerancia a estireno y le permitié reducir la carga metabdlica impuesta por la expresiéon
de material recombinante. Esta hipdtesis se basa en resultados obtenidos en este trabajo de
tesis, en los cuales se observd que PhaP confirié a las células que la producen: (a) una mayor
tolerancia ante solventes como etanol, butanol y 1,3-PDO, los cuales generan dafnos similares
al estireno en la membrana y las biomoléculas, y (b) un aumento en la velocidad de
crecimiento y produccion de biomasa en un contexto de alta carga metabdlica impuesta por
la presencia de multiples plasmidos.

ii. Por otro lado, la actividad chaperona de PhaP podria haber incrementado la actividad de las
enzimas PAL y FDC. Esta hipdtesis se basa en las propiedades de tipo chaperona observadas
tanto in vitro como in vivo en trabajos anteriores (Mezzina et al., 2015), a lo que se suman los
resultados que muestran que PhaP pudo mejorar la actividad de -galactosidasas heterélogas

en este trabajo de tesis.
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Figura 43. Puesta a punto de la produccidn de estireno en las cepas BL21 sty/pPhaP328 (PhaP) y BL21
sty/pSEVA328 (control). A. Esquema general de las estrategias utilizadas, indicando con nimeros cada paso. B.
Titulos de estireno (barras) y biomasa final (puntos) alcanzados por cada cepa en los distintos pasos de
optimizacidn. Las flechas ubicadas arriba de las barras indican el aumento en el titulo de estireno obtenido en
cada paso respecto del paso anterior para esa misma cepa. La flecha discontinua indica el aumento obtenido
en el ultimo paso de optimizacién de la cepa PhaP en comparacién con el primer paso de la cepa control.
Vc:Vf: volumen de cultivo:volumen del frasco. DOsoo: densidad dptica a 600 nm.

La hipdtesis de que PhaP logra aumentar el titulo de estireno gracias a su efecto protector ante el
estrés se ve reforzada por estudios de transcriptédmica y protedmica realizados por otros
investigadores en cepas de E. coli expuestas a estireno enddgeno o exdgeno, en los cuales reportaron

un aumento en el contenido de HSPs. Por un lado, Machas y colaboradores observaron que la
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expresion de rpoH aumenté significativamente en las células expuestas a estireno exdgeno, mientras
que ibpA e ibpB fueron dos de los genes cuya expresidn se indujo mas significativamente tanto en
células expuestas a estireno exégeno como en células productoras (Machas et al., 2021). Por otro lado,
en estudios de protedmica también se observd una mayor producciéon de lbpA, IbpB y RpoH a partir
de las 2 h desde la induccién de los genes PAL y FDC (Webb et al., 2022). Teniendo en cuenta que se
ha demostrado que PhaP reduce los niveles de expresién de ibpA, ibpB y rpoH (de Almeida et al.,
2011), podemos pensar que la mayor sintesis de estireno obtenida en las cepas que expresan phaP
estd relacionado con su efecto protector general ante el estrés. Es posible que, en condiciones de
acumulacién de estireno, la actividad de chaperona de PhaP le permita cumplir una funcién andloga a
la de IbpA/B, estabilizando y re-plegando proteinas importantes para hacer frente a los dafios

provocados en el DNA y la membrana.

El uso de chaperonas con el objetivo de mejorar la sintesis de estireno fue puesto a prueba en el
trabajo de Webb y colaboradores, junto con el de otras proteinas relacionadas con el metabolismo de
membrana, reguladores transcripcionales, y proteinas de funcién desconocida. En particular, se
estudiaron 6 chaperonas cuya abundancia en el proteoma habia aumentado en presencia de estireno:
CspC, HslO, IbpA/B, CpxP y Spy. CspC es una chaperona de DNA, HslO es una chaperona con actividad
ante estrés oxidativo, y CpxP y Spy son chaperonas periplasmaticas. De todas ellas, las Unicas que
mostraron un aumento importante en la sintesis de estireno al ser sobreexpresadas en E. coli fueron
hslO y cpxP. No obstante, mientras que la delecién de hs/O también aumento la sintesis de estireno,
la mutacién de cpxP tuvo efectos negativos en el titulo. Por esta razon, los autores continuaron los
anadlisis sélo con la chaperona periplasmatica. Si bien la cepa final tenia otras mutaciones, si
analizamos Unicamente el efecto de la sobreexpresién de cpxP, podemos ver que esta proteina mejora
la sintesis de estireno en 1,5 veces (Webb et al., 2022). Aunque los contextos gendmicos son distintos,
y el titulo de estireno obtenido en nuestros experimentos es mucho menor al de Webb vy
colaboradores, la expresion de phaP en nuestros cultivos permitié aumentar el titulo de estireno en
mas de 4 veces (en los cultivos bifasicos en botellas con relaciéon Vc:Vf 1:20), lo cual demuestra la

magnitud del efecto de la phasina y su potencial biotecnoldgico en la sintesis de este compuesto.
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Conclusiones

En las ultimas décadas, la crisis climatica ha puesto en el foco del debate la necesidad de reducir la
dependencia de los combustibles fésiles. Un factor clave para avanzar hacia una economia mas
sostenible es el desarrollo de biorrefinerias que permitan sintetizar productos quimicos de forma
eficiente y rentable a partir de fuentes renovables. Sin embargo, existen muchas limitaciones que
impiden que las cepas bacterianas alcancen la productividad necesaria para reemplazar exitosamente

la sintesis quimica tradicional.

El trabajo realizado durante esta tesis constituye uno de los esfuerzos para desarrollar cepas mas
resistentes al gran nimero de condiciones desfavorables que se presentan durante los bioprocesos.
Los resultados obtenidos demuestran que la expresion de la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8 en
E. colirecombinante permite obtener cepas mas robustas, con mayor tolerancia ante diversos agentes
de estrés. En particular, se observé que la presencia de PhaP produce un incremento significativo en
la tolerancia de las células al estrés osmodtico provocado tanto por NaCl como por sacarosa, y a
diversos solventes y precursores quimicos, como el etanol, butanol y 1,3-PDO. Frente a todos los
agentes estresores se observd una mayor velocidad de crecimiento y una mayor produccidon de
biomasa en la cepa que produce la phasina respecto de la cepa control. Esto se suma al efecto
protector ante el estrés térmico y oxidativo ejercido por PhaP en E. coli recombinante, que ya habia

sido descripto en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio.

Dado que también se habia descripto que PhaP tiene actividad de chaperona, nos preguntamos si los
efectos en la tolerancia se debian a esta propiedad de la phasina de asistir en el plegado proteico. Para
responder esta pregunta, realizamos ensayos de complementacion de una cepa mutante groEL con
GroELS y PhaP, utilizando los mismos agentes agresores antes indicados. La similitud en los resultados
obtenidos con las dos proteinas llevd a la conclusién de que el efecto ejercido por PhaP puede

explicarse, al menos en parte, por su actividad de chaperona.

La relevancia de estos resultados radica en que, tanto la hiperosmolaridad dada por las altas
concentraciones de sustratos, como la acumulacion de productos con diferentes niveles de toxicidad,
son algunas de las limitaciones principales de las fermentaciones bacterianas, que impiden a las
células alcanzar una velocidad de crecimiento celular estable y una elevada productividad. Otras
limitaciones tipicas de los bioprocesos incluyen el estrés oxidativo, el pH bajo y la presencia de

inhibidores en el sustrato.

A modo de prueba de concepto, realizamos cultivos en escala de laboratorio para evaluar si los efectos

beneficiosos de la expresidon de phaP en E. coli se traducian en una mayor eficiencia en la sintesis de
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diversos productos de interés industrial. En primer lugar, analizamos la capacidad de PhaP de
optimizar la produccion de proteinas heterdlogas. La coexpresiéon de la phasina con beta-
galactosidasas provenientes de la bacteria B. breve DSM 20213 permitié incrementar
significativamente los niveles de actividad enzimdtica obtenidos respecto de la cepa control. Esto
demostré que PhaP es capaz de mejorar la sintesis de estas proteinas en sus formas solubles y activas.
Este resultado tiene relevancia no sdélo para la produccion de proteinas, sino también para otros
bioproductos como solventes y precursores quimicos, que son producidos en E. coli mediante la

expresion de sus enzimas biosintéticas, a menudo heterdlogas.

En segundo lugar, demostramos que la capacidad de PhaP de aumentar la tolerancia a etanol y 1,3-
PDO también contribuye a alcanzar una mayor acumulacién de estos compuestos en cepas
productoras de E. coli recombinante. Si bien el aumento en la produccién de etanol puede explicarse
por un aumento de la biomasa, en el caso de 1,3-PDO el efecto de PhaP fue mucho mds notable, dado
gue el aumento en la sintesis del compuesto fue mucho mayor que el incremento de biomasa. En la
cepa productora de 1,3-PDO, la expresion de la phasina permitié cumplir con los tres criterios mas
importantes de biotecnologia industrial: lograr una utilizacién mas eficiente del sustrato, una tasa de

crecimiento celular mas estable y una productividad de biosintesis mas eficiente (Tao et al., 2022).

Por ultimo, pusimos a punto la sintesis de estireno en cultivos en frasco agitado. Para ello hicimos
varias modificaciones consecutivas en las condiciones de crecimiento, que nos permitieron optimizar
la produccion de este compuesto aromatico. En este sistema, la presencia de PhaP nos permitid
aumentar 48 veces el titulo de estireno, en comparacién con la cepa control en las condiciones menos
optimizadas. De esta manera, se determind que las condiciones mds adecuadas para la sintesis de
estireno son: cultivos que coexpresen la phasina junto con las enzimas PALy FDC, crecidos en botellas
de relacidn Vc:Vf 1:20, cerradas con tapones de goma y precintos de aluminio, en medio M9 TE, con
el agregado de n-dodecano en una fraccidn de volumen de 0,2 para la extraccién in situ del producto,

y agitadas a 200 rpm.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis completan la caracterizacidn de los
efectos beneficiosos de PhaP sobre E. coli, ya que, a las evidencias de actividad chaperona a través del
plegado de proteinas in vivo e in vitro, se suman experimentos que revelaron que PhaP también es
capaz de aumentar la actividad enzimatica de las proteinas heterélogas coexpresadas. En la figura 44
se detallan todos los hallazgos obtenidos con PhaP de Azotobacter sp. FA8 a lo largo de los afos en

nuestro laboratorio.
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PHB Tolerancia Sintesis
) o
La expresién de La expresién de PhaP tiene PhaP aumenta la PhaP aumenta la PhaP mejora la
phaP junto con phaP en cepas no actividad de toleranciaaestrés  actividad enzimatica produccion
los genes de productoras de chaperona osmoético idnico y de proteinas microbiana de
sintesis de PHB PHB tiene un efecto in vitro e in vivo no ionico, y a heterélogas solventes y precur-
aumenta la protector compuestos sores como etanol,
produccién de inesperado frente quimicos como 1,3-propanodiol y
biomasa y al estrés térmico y etanol, butanol y estireno
polimero oxidativo 1,3-propanodiol

Figura 44. Hallazgos relacionados a PhaP de Azotobacter sp. FA8 realizados por nuestro laboratorio. Los
resultados que forman parte de esta tesis estdan marcados con recuadros.

Ademas, hemos demostrado que la expresion de phaP de Azotobacter sp. FA8 permite la obtencién
de cepas mas robustas para una variedad de aplicaciones biotecnoldgicas, especialmente en la sintesis
de diversos bioproductos. El desarrollo de cepas mas tolerantes es uno de los desafios mas grandes
de la biotecnologia industrial, y la utilizacion de recombinantes con mayor tolerancia a varias
condiciones de estrés podria facilitar la optimizacidn de la sintesis de nuevos compuestos de valor

agregado.

Perspectivas

Los estudios planteados en esta tesis contribuyeron a aumentar el conocimiento sobre las
propiedades de la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8, asi como de sus posibles aplicaciones. A partir

de este trabajo surgen tres lineas de trabajo futuras:

Con respecto a la sintesis de estireno:

Dado que hemos visto que la coexpresion de phaP con las enzimas PAL y FDC condujo a una mayor
acumulacién de estireno en E. coli recombinante, seria interesante poder determinar si esto se debe
a que: (i) PhaP ejerce un efecto protector general ante el estrés provocado por este compuesto,
brindando a las células una mayor tolerancia, y/o (ii) PhaP aumenta la actividad enzimatica de PAL y
FDC, gracias a su actividad de chaperona, permitiendo una mayor sintesis de producto. Para responder
este interrogante, nuestro laboratorio ha adquirido tCA con el fin de analizar la actividad enzimatica
de estas proteinas, tanto in vitro como in vivo, y es nuestra intencidn realizar estos experimentos

durante la investigacién posdoctoral.
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Por otra parte, si bien nuestros resultados son muy prometedores, los titulos obtenidos con nuestra
cepa productora siguen siendo mucho menores que los reportados por otros investigadores que
trabajan en el tema. Incluso con la dificultad para comparar las productividades en los diferentes
entornos gendmicos de las cepas utilizadas en bibliografia, nuestro sistema tiene aun mucho por
mejorar. Especialmente, nos interesa probar la expresion de la phasina en una cepa sobreproductora
de L-Phe. Esta es una de las estrategias mas utilizadas para la bioproduccion de estireno dado que
permite la obtencién del producto directamente a partir de la fuente de C (por ejemplo, glucosa),
haciendo innecesario el agregado de L-Phe, disminuyendo asi el costo de los sustratos. Para ello, nos
pusimos en contacto con Koma y colaboradores, quienes nos facilitaron la cepa M-PAR-121, en la cual

vamos a probar nuestro sistema de expresién (Koma et al., 2020).

Por ultimo, también estd en nuestros planes modificar el sistema de expresién de las enzimas,

combinando PAL y FDC en un mismo vector, con el objetivo de reducir la carga metabdlica de la cepa.

Con respecto a la sintesis de otros bioproductos:

Los resultados obtenidos en esta tesis abren las puertas para el uso de PhaP en la optimizacién de la
sintesis de una diversidad de compuestos de interés biotecnolégico. En particular, seria interesante
poder probar el efecto de PhaP en la sintesis de butanol, dado que hemos demostrado que la phasina
aumenta la tolerancia a este compuesto cuando es afiadido de forma exdgena. En el laboratorio se
dispone de cepas butanologénicas cuyo metabolismo y genoma ya ha sido estudiado (Diaz Pefia et al.,

2020), que podrian usarse como fuente de los genes necesarios.

Con respecto a las propiedades de otras phasinas:

Seria interesante estudiar si las propiedades descriptas para PhaP de Azotobacter sp. FA8 son
exclusivas de esta proteina o son extensivas a otras phasinas provenientes de otras bacterias. Para
ello ya hemos clonado en vectores pSEVA varias phasinas, representativas de las familias PF09361 y

PF0O5597. Las mismas se detallan a continuacién:

e PhaP de Azotobacter chroococcum (familia PF09361)

e PhbP de Pseudomonas extremaustralis (familia PF09361)
e PhaP1 de C. necator H16 (familia PF09361)

e PhaF de P. putida KT2440 (familia PF05597)

e Phal de P. putida KT2440 (familia PF05597)
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El objetivo es estudiar también la phasina PhaP de B. megaterium, representante de la familia

PF09602, para la cual tuvimos dificultades con el clonado.

Una vez que se tengan todos los vectores, tenemos planeado comparar las propiedades de las distintas
phasinas mediante el ensayo de coexpresidn con las proteinas beta-galactosidasas descripto en esta

tesis, para determinar si son capaces de mejorar la actividad de la enzima.
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