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“Produccion de polihidroxialcanoatos en
Pseudomonas extremaustralis: analisis del
metabolismo en distintas condiciones y su influencia
en la adaptabilidad frente al estrés”

RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros de reserva de interés como plasticos
biodegradables y por su papel en el metabolismo bacteriano. De acuerdo a la longitud de los
mondmeros que los componen, se clasifican en PHA de cadena corta (PHAcc), entre los que se
encuentra el polihidroxibutirato (PHB), y PHA de longitud de cadena media (PHAcm). Los
PHAcc y PHAcm poseen distintas propiedades termoplasticas, lo que amplia sus posibles
aplicaciones industriales. Pseudomonas extremaustralis es una bacteria procedente de la
Antartida, capaz de sintetizar ambos tipos de polimeros debido a la adquisicion por
transferencia horizontal genética (THG) de genes para la produccidon de PHAcc. En esta tesis se
estudio la produccién de PHA en P. extremaustralis en distintas condiciones de cultivo que
comprendieron el analisis de distintas fases de crecimiento, de la variacion en la relaciéon C/N
y la aireacién. Se analiz6 también la relevancia de los distintos tipos de polimero para hacer
frente a la radiacién ultravioleta A (UVA) y a variaciones de pH. Para ello se utilizaron mutantes
en los genes de producciéon de cada uno de los polimeros y una doble mutante. Se pudo
determinar que el desbalance nutricional ejerce mas influencia en la producciéon de PHAcm que
en la produccion de PHB. El PHB resulté mas relevante para sobrellevar la exposicion a la
radiacion UVA y a los cambios de pH en comparacion con los PHAcm, mostrando el papel clave
del PHB en la fisiologia de esta bacteria. Los estudios realizados también permitieron
determinar el rango de pH mas favorable para la produccidn de PHA, lo que puede resultar de
utilidad para estrategias de produccién del polimero o de sus monémeros. Teniendo en cuenta
que los genes PHB en P. extremaustralis, adquiridos por THG, resultan claves para la
supervivencia se realizé un analisis bioinformatico comparativo de estos genes y su entorno,
en los genomas de Pseudomonas. Se encontraron genes PHB en varias especies en las que no
habian sido reportados previamente, lo que sugiere que los mismos podrian otorgar una
ventaja adaptativa, tal como se demostro6 en P. extremaustralis. Esto tiene especial relevancia
en especies patégenas oportunistas humanas, como es el caso de P. aeruginosa, o patégenas de
vegetales, por su interés clinico y agricola, respectivamente. Para analizar los cambios
metabdlicos que tienen lugar en esta bacteria en condiciones de acumulacién de PHA se realizd
un andlisis protedmico en distintas condiciones de cultivo focalizado en el metabolismo de los
PHA y en rutas metabolicas centrales que contribuyen con precursores para su biosintesis. Se
corrobor6 que las enzimas relacionadas con la producciéon de PHAcm se sobreexpresan en
condiciones desbalanceadas de C/N. La fase estacionaria y la aireacién favorecieron la
expresion de proteinas involucradas en la biosintesis de ambos tipos de PHA. Se observé la
activacion de algunas enzimas que participan en glucdlisis (vias de Embden Meyerhof Parnas y
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Entner Doudoroff), ciclo de Krebs, de las pentosas fosfato, sintesis de novo y (-oxidacion de
acidos grasos, asi como la sobreexpresion de vias periféricas al ciclo de Krebs que pueden
incrementar la diversidad de precursores disponibles para la biosintesis. En su conjunto esta
tesis explora la contribuciéon de los distintos tipos de PHA en la fisiologia de P. extremaustralis,
pudiéndose identificar condiciones que favorecen la produccién de cada uno de ellos. Estos
resultados pueden resultar de utilidad para estrategias de produccién de los distintos
polimeros, sus monémeros o para el empleo de proteinas que participan en su biosintesis en
aplicaciones industriales. Asimismo, la alta resistencia a estrés conferida por los PHA puede
contribuir a mejorar el desempefio de microorganismos productores en aplicaciones
ambientales tales como la biorremediacion o la promocién de crecimiento vegetal.

PALABRAS CLAVE: PSEUDOMONAS - POLIHIDROXIALCANOATOS - ESTRES - RELACION C/N-
PROTEOMICA



“Production of polyhydroxyalkanoates in
Pseudomonas extremaustralis: analysis of metabolism
under different conditions and its influence on
adaptability to stress.”

ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are interesting storage polymers as biodegradable plastics and
also for their role in bacterial metabolism. They are classified according to the length of their
monomeric units into short-chain PHAs (PHAcc), among which polyhydroxybutyrate (PHB) is
the more common and more studied compound, and medium-chain length PHAs (PHAcm).
PHAcc and PHAcm have different thermoplastic properties, which expands their possible
industrial applications. Pseudomonas extremaustralis is a bacterium isolated from Antarctica,
capable of synthesizing both types of polymers due to the acquisition of PHAcc genes by
horizontal gene transfer (THG). This thesis studied PHA production under different culture
conditions including different growth phases, variations of the C/N ratio, and aeration. In
addition, the relevance of the different types of polymers regarding exposure to ultraviolet
radiation (UVA) and pH variations was analyzed. These studies involved the use of mutants in
genes involved in the biosynthesis of each type of polymer and a double mutant. The nutrient
imbalance exerted more influence on PHAcm than on PHB production. PHB was more relevant
for coping with UVA radiation and pH changes compared to PHAcm, showing the key role of
PHB in the physiology of this bacterium. The studies allowed the determination of the most
favorable pH range for the production of PHA, which could be useful for strategies related to
polymer production or its monomers. Considering that the PHB genes in P. extremaustralis,
acquired by THG, are crucial for survival, a comparative bioinformatic analysis of the
Pseudomonas genomes was performed to search for PHAcc genes and their genomic context.
Genes for PHB production were found in several Pseudomonas species where had not been
previously reported, suggesting that they might confer an adaptive advantage, as demonstrated
in P. extremaustralis. This is especially relevant in opportunistic human pathogenic species, as
P. aeruginosa, or in plant pathogens, due to their clinical and agricultural interest, respectively.
To analyze the metabolic changes that take place in this bacterium under different PHA
accumulation conditions, a proteomic analysis focusing on PHAs metabolism and central
metabolic pathways that contribute to precursors for their biosynthesis was carried out.
Proteomic results showed that the enzymes related to the production of PHAcm are
overexpressed under unbalanced conditions of C/N. The stationary phase and aeration favored
the expression of proteins involved in biosynthesis for both types of PHA. Activation of some
enzymes involved in glycolysis (Embden Meyerhof Parnas and Entner Doudoroff pathways),
the Krebs cycle, pentose phosphates, de novo synthesis, and (-oxidation of fatty acids was
observed, as well as the overexpression of peripheral pathways to the Krebs cycle which can
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increase the diversity of precursors available for biosynthesis. In summary, this thesis explores
the contribution of the different types of PHA in the physiology of P. extremaustralis and
identifies conditions that favor the production of each one. These results may be useful for
production strategies of the different polymers or their monomers, or the use of proteins that
participate in their biosynthesis for several industrial applications. Likewise, the high-stress
resistance conferred by PHAs may be of interest for the use PHA producing bacteria in
environmental applications such as bioremediation or plant growth promotion.

KEY WORDS: PSEUDOMONAS - POLYHYDROXYALKANOATES - STRESS - C / N RATIO-
PROTEOME.



INTRODUCCION GENERAL

1. Caracteristicas del género Pseudomonas

Las especies del género de Pseudomonas son bacilos Gram negativos pertenecientes a
la clase Gammaproteobacteria del phylum Pseudomonadota (Oren y Garrity, 2021),
conforman un importante grupo de microorganismos caracterizados por una amplia
versatilidad metabélica (Clarke, 1982; Silby et al., 2011), lo cual les ha permitido
sobrevivir en condiciones poco favorables. Las bacterias pertenecientes a este grupo se
distinguen por su gran adaptabilidad a diversos ambientes, de hecho, han sido aisladas
de suelos, aguas, alimentos, asi como asociadas a distintas especies de animales y
plantas. Es posible encontrarlas en ambientes con bajas temperaturas, altas salinidades
y también en aquellos contaminados con hidrocarburos. Asimismo, son de gran
importancia desde el punto de vista ecoldgico al participar en los ciclos biogeoquimicos
de los principales elementos y en la degradaciéon de contaminantes biogénicos y de

origen antropogénico (Timmis, 2002).

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mejor estudiados siendo revisado
extensivamente por Palleroni (Palleroni, 2005, Palleroni, 2010) durante muchos afos.
Actualmente, es el género que posee el mayor nimero de especies entre las bacterias
Gram negativas (Lalucat et al.,, 2022). Las especies de Pseudomonas poseen un gran
potencial biotecnolégico por lo que resultan de interés para aplicaciones tanto
ambientales como industriales, siendo de utilidad en procesos de biorremediacién
(Carmona, et al., 2009; Jiménez, et al., 2002, Dejonghe, 2001), biocatalisis, promocion
de crecimiento vegetal incluyendo el biocontrol y la produccion de bioplasticos como

los polihidroxialcanoatos (Rehm, 2003), entre otras.



2. Polihidroxialcanoatos: bioplasticos con multiples funciones

Los polihidroxialcanoatos (PHA) fueron descubiertos en la década de 1920 por
Lemoigne, quien aislé y caracterizé las inclusiones de polihidroxiburirato (PHB) en
Bacillus megaterium (Lemoigne, 1926). Los PHA son ésteres de hidroxiacidos (Fig. 1.1)
producidos por distintos organismos procariotas, incluyendo bacterias Gram positivas
y negativas y especies del dominio Archaea, que se acumulan en granulos intracelulares
como reserva de carbono y energia (Anderson y Dawes, 1990). Si bien el PHA mas
conocido y el mas cominmente encontrado es el polihidroxibutirato (PHB), existen
otros PHA con distintas caracteristicas en la naturaleza. Los PHA se clasifican de
acuerdo a la composicién de las unidades monomeéricas, en: PHA de cadena corta
(PHAcc) compuestos de entre 3 a 5 atomos de carbono y PHA de cadena media (PHAcm)
que contienen de 6 a 16 atomos de carbono en sus mondémeros (Rehm, 2003). La
especificidad por los respectivos monémeros depende de las polimerasas o sintasas,
enzimas claves en su biosintesis, que a su vez se clasifican en polimerasas de clase I que
utilizan preferencialmente monémeros de 3 a 5 atomos de carbono y sintetizan PHAcc,
como la polimerasa de Ralstonia eutropha (actualmente denominada Cupriavidus
necator), que es también la especie que ha sido utilizada industrialmente para la
obtencion comercial de este polimero (Reinecke y Steinbiichel, 2009). Las polimerasas
de clase II, que se encuentran en las especies de Pseudomonas, utilizan
preferencialmente monémeros de cadena media, de 6 a 16 atomos de carbono (Rehm,

2003).

Las propiedades fisicas y quimicas de los PHA los hacen materiales interesantes por sus
caracteristicas de bioplasticos y éstas varian dependiendo de la longitud de los
monoémeros que los componen, siendo los PHAcc de naturaleza termoplastica, duros y
fragiles, mientras que los PHAcm, son mas flexibles de naturaleza elastomérica (Catone

etal., 2014).

En la actualidad, la mayoria de los plasticos se producen a partir de combustibles

fésiles, fuentes no renovables. Estos plasticos derivados del petréleo no son
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biodegradables por lo que se acumulan en el medio ambiente, permaneciendo
inalterables en la superficie terrestre por afios. Numerosas estrategias se han
implementado para solucionar el problema de los residuos plasticos, entre ellas la
incineracion, pero la quema de plasticos es altamente contaminante incrementando el
CO2 en la atmoésfera y la liberacion de compuestos quimicos peligrosos, como las
dioxinas, el cloruro y el cianuro de hidréogeno dependiendo de la composicion del
plastico (Andrady, 2015). Otro procedimiento es el reciclaje, la desventaja de dicho
proceso es que no puede realizarse indefinidamente, sumado a que no todos los
plasticos son reciclables. Estudios recientes indican que del total producido
aproximadamente el 9% se recicla, el 12% es incinerado y el 79% se acumula en
vertederos o en el medio natural (Geyer et al., 2017). A pesar de esto, los plasticos de
origen petroquimico se acumulan cada vez mas en suelos y ambientes acuaticos y si
bien son innegables los beneficios y la conveniencia del uso de plasticos para la vida
humana, cada vez hay mas conciencia sobre los impactos ambientales negativos que
surgen de la gran cantidad de desechos plasticos (Sun et al.,, 2022). En los ultimos afios,
varios estudios han reportado diversos efectos de los microorganismos sobre los
plasticos derivados del petroleo, generalmente por hidrolisis u oxidaciéon enzimatica, y
se ha senalado que algunas bacterias, como Ideonella sakaiensis, son capaces de
degradar tereftalato de polietileno (PET) como tnica fuente de carbono y energia, la
enzima involucrada se denomind PETasa (Jacquim et al., 2019). Si bien estos trabajos
pueden en el futuro generar conocimiento que contribuya a solucionar el problema de
estos residuos, los plasticos mas comunes han demostrado ser muy recalcitrantes
incluso en condiciones que se sabe favorecen la degradacion microbiana y el

conocimiento sobre la degradacion ambiental es aun muy escaso (Krueger etal., 2015).

En este contexto, los plasticos biodegradables o bioplasticos aparecen como una
alternativa a la utilizacion de los plasticos convencionales (Khanna y Srivastava, 2005).
Los PHA son polimeros 100 % biodegradables producidos integramente por bacterias
a partir de recursos renovables y los productos finales de su degradacién bajo
condiciones aerdbicas son di6xido de carbono y agua, y en condiciones anaerdébicas,
metano.
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acido 3-hidroxibutirico poli-3-hidroxibutirato
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Fig. 1. Estructura del poli 3-hidroxibutiratocompuesto por monémeros de C4.

Los PHA son compuestos de almacenamiento de carbono y energia. Estos polimeros
normalmente se sintetizan en condiciones de desequilibrio nutricional, donde un
nutriente limita el crecimiento, pero hay suficiente carbono en el medio y se movilizan
o despolimerizan en condiciones de accesibilidad de nutrientes o por limitacion de la
fuente de carbono (Velazquez-Sanchez et al., 2020). Dado que la acumulacién de PHA
se ve afectada por la disponibilidad de nutrientes, las condiciones de cultivo y el balance
en larelaciéon C/N suelen utilizarse para lograr la alta producciéon. Ademas de su interés
biotecnoldgico, estos polimeros son interesantes en la fisiologia bacteriana dado que

incrementan la supervivencia y la resistencia a estrés (Lopez et al.,, 2015).

2.1 Genes involucrados en la sintesis de bioplasticos

La investigacion intensiva de las ultimas décadas ha llevado a una buena comprension
de los genes y las rutas metabolicas que conducen a la acumulacién de distintos tipos
de PHA, asi como de las propiedades bioquimicas y funciones de las proteinas
involucradas en su metabolismo, sin embargo, la interrelacidn de estos compuestos con
el metabolismo central de diferentes bacterias ha sido aun poco analizada. A
continuacién, se describen los genes involucrados en la produccién de los distintos

tipos de PHA, las vias metabolicas relacionadas y su regulacion.

La produccién de PHB ha sido ampliamente estudiada en Ralstonia eutropha H16, el

organismo modelo utilizado también comercialmente para la produccion del polimero.

12



Si bien el nombre valido, como se menciond, es Cupriavidus necator, esta especie ha
sufrido cambios de nombre en varias oportunidades (Méndez et al., 2010) y en los
trabajos relacionados con el metabolismo de los PHA sigue siendo mencionada como R.
eutropha por eso en algunos casos se utilizara este nombre. La ruta de biosintesis de
PHB comprende 3 genes denominados, phad, phaB y phaC, que codifican una f3-
cetotiolasa, una (R)-acetoacetil-CoA reductasa y una sintasa de clase I, respectivamente.
La -cetotiolasa es la responsable de condensar dos moléculas de acetil-CoA formando
acetoacetil-CoA; la reductasa es una enzima dependiente de NADPH o NADH y, como su
nombre lo implica, es la encargada de reducir el acetoacetil-CoA para dar R(-)-3-
hidroxibutiril-CoA y por ultimo, la polimerasa o sintasa de clase I lo utiliza como
sustrato para la polimerizacién (Steinbiichel y Hein, 2001). Si bien estos genes son los
involucrados en la biosintesis de PHAcc, el orden génico puede variar en las distintas
especies, por ejemplo, phaCABR en R. eutropha (People y Sniskey, 1989) o phaRBAC en
especies de Azotobacter (Pettinari et al., 2003, Peralta-Gil et al., 2002).

En la biosintesis también participan proteinas regulatorias que se encuentran
asociadas a los granulos del polimero, codificadas por los genes (phaR, phaF y phaP).
PhaR es un regulador transcripcional y las fasinas o phasinas son proteinas asociadas a
los granulos del polimero que cumplen funciones regulatorias. PhaP, la principal fasina,
es una pequefia proteina anfifilica no catalitica ubicada entre el citoplasma hidrofilico
y el polimero hidrofébico que se asocia con la superficie de granulos de PHA (Sznajder

etal, 2015).

Ademas de estas proteinas, las depolimerasas (PhaZ), que participan en la degradacién

del polimero, se encuentran también presentes en los granulos.

El grupo de genes involucrado en el metabolismo de PHAcm (phaC1ZC2DFI) estd muy
conservado dentro de las especies pertenecientes al género Pseudomonas (Fig. 21). Este
conjunto de genes codifica dos sintasas de clase II (PhaC1 y PhaC2) separadas por el
gen que codifica una PHA depolimerasa (PhaZ). Rio abajo de estos se encuentra un gen
que codifica un activador transcripcional (PhaD) y dos genes responsables de la sintesis

de las fasinas, PhaF y Phal (de Eugenio et al,, 2010).
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— phaC1 phaC2

Fig. 2. Esquema del tipico grupo de genes asociados a la sintesis de PHAcm en Pseudomonas. Los genes
phaC1 y phaC2 codifican dos polimerasas que se encuentran separadas por el gen phaZ que codifica una
depolimerasa. El gen phaD codifica un regulador transcripcional. Los genes phaF'y phal codifican genes

tipo fasinas.

La sintesis de PHAcm ha sido observada en un amplio grupo de especies de
Pseudomonas, tanto fluorescentes como no fluorescentes, mientras que la produccion
de PHB ha sido considerada una caracteristica rara o poco comun y la ausencia de este
tipo de PHA ha sido utilizada durante mucho tiempo como un rasgo negativo de valor
taxonomico (Kessler y Palleroni, 2000). Sin embargo, algunas especies de Pseudomonas,
como Pseudomonas sp. 61-3, P. extremaustralis, P. pseudoalcaligenes y otras incluidas
en el grupo P. oleovorans son capaces de producir PHB (Matsusaki et al., 1998, Ayub et

al,, 2006, Manso Cobos et al., 2015, Diard et al., 2002).

P. extremaustralis es una bacteria extremofila, aislada de una charca temporaria de la
Antartida y descripta en nuestro laboratorio (Lopez et al, 2009). Esta bacteria
constituye un buen modelo para el estudio de la sintesis de PHA dado que es capaz de
sintetizar PHB y PHAcm. El analisis del genoma revelo la presencia de varios grupos de
genes involucrados en el metabolismo de PHAcc. El grupo de genes involucrados en la
sintesis de PHB, phbRBAC, (Fig. 3) esta incluido en una isla genémica, donde toda la
region constituye un mosaico de genes de distinto origen que fueron probablemente
adquiridos de - Proteobacteria por transferencia horizontal (Ayub et al., 2006, Ayub

et al., 2007), explicando asi la capacidad de producir PHAcc en esta bacteria.

phbR 1_9th>( gth> phbC
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Fig. 3. Esquema de los genes asociados a la sintesis de PHB en P. extremaustralis. El gen phbB codifica
una reductasa, phbA codifica una tiolasa y phbC una polimerasa. El gen phbR codifica un regulador

transcripcional.

En P. extremaustralis existe otro grupo de genes involucrados en la biosintesis de PHAcc
denominados phbFPX (Fig. 4) ubicados en las cercanias del otro grupo de genes, en la
misma region gendémica, que también presentan alta similitud con genes pertenecientes
a Burkholderiales, un orden de - Proteobacteria. Esos genes codifican dos proteinas de
tipo fasina PhbF y PhbP y PhbX una proteina de funcién desconocida anotada como
polimerasa o depolimerasa en distintas bacterias. En P. extremaustralis esta proteina
ha sido encontrada asociada a los granulos del polimero, sugiriendo una probable

funcién en su metabolismo (Catone et al,, 2014).

phbF phbP phbX

Fig. 4. Esquema del otro grupo de genes asociados a la sintesis de PHB en P. extremaustralis.

El cluster phaC1ZC2DFI implicado en el metabolismo de PHAcm en P. extremaustralis se
encuentra en otra region del genoma y posee todos los genes relacionados con la
produccion de este tipo de polimeros. Sin embargo, su organizacion difiere de la del
resto de Pseudomonas debido a la existencia de una insercion de 7 marcos abiertos de
lectura (ORF: Open Reading Frames), no relacionados con el metabolismo de PHAcm
(Fig. 5I). Estos ORF ubicados entre los genes phaD y phaF mostraron también alta
similitud con [B-Proteobacterias y codifican un regulador de la familia LuxR, una
probable subunidad fimbrial, dos chaperonas relacionadas con el ensamblaje de pili,
una proteina de membrana externa FimD y otras dos proteinas relacionadas con
fimbriae, evidenciando otro probable evento de transferencia horizontal en el genoma

de P. extremaustralis (Catone et al., 2014).
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Insercién natural de 7 ORF no relacionados con el metabolismo PHAmcl

Fig. 5. Esquema del tipico grupo de genes asociados a la sintesis de PHAcm en Pseudomonas. Modificado

de Catone et al., 2014.

Otros genes relacionados con el metabolismo de los PHA estan encargados de transferir
a las polimerasas metabolitos intermediarios provenientes de la sintesis de novo de
acidos grasos, como el gen phaG que codifica la enzima (R)-hidroxiacil-ACP: CoA
transacilasa y el gen phaJ que codifica la enoil-CoA-hidratasa que transfiere
intermediarios de la -oxidacion de acidos grasos. En P. extremaustralis phaG y pha] se
localizan en regiones distintas del genoma que no estan asociadas a otras secuencias
relacionadas con el metabolismo de los PHA. Se encontraron 4 secuencias con similitud

a phaj en el genoma de esta bacteria (Catone et al., 2013).

En base a su capacidad de acumular distintos tipos de PHA (PHAcc y PHAcm), P.
extremaustralis resulta atractiva como modelo de estudio para analizar la produccion

de estos polimeros.

2.2 Vias metabdlicas involucradas en la producciéon de PHA y regulacion de la

produccion

La biosintesis de PHAs se encuentra intimamente relacionada con las rutas metabdlicas
centrales, las cuales proveen precursores para la sintesis del polimero (Fig. 6.1). En
Pseudomonas putida donde se ha estudiado en profundidad el metabolismo de los PHA,
los sustratos relacionados con la biosintesis, como los acidos grasos, son canalizados
por vias metabdlicas centrales como la f3-oxidacién y la sintesis de novo de acidos grasos
originando precursores directos que son procesados y utilizados luego como sustratos
por las sintasas de clase II (La Rosa et al., 2014). Ademas, otras vias metabdlicas pueden
unir el catabolismo de fuentes de carbono no relacionadas, como los hidratos de

carbono, por ejemplo, con el metabolismo de los acidos grasos y la biosintesis de PHA
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proveyendo los intermediarios adecuados para la biosintesis del polimero (Prieto et al.,

2016).

Como se menciono, las enzimas Pha] y PhaG actiian como nexo entre rutas metabélicas
y las polimerasas al proveer el monémero requerido para la biosintesis. Los acidos
grasos, procesados a traveés del ciclo de 3-oxidacion son convertidos a acil-CoAs que se
oxidan dando enoil-CoA, (S)-3-hidroxiacil-CoA y (R)-3-cetoacil-CoA a través de la accion
de las enzimas transenoil-CoA hidratasa (PhaJ), epimerasa, y (R)-cetoacil-CoA
reductasa especifica (FabG), respectivamente, que los convierten en los monémeros
(R)-3-hidroxiacil-CoA que son utilizados por las polimerasas. Otros sustratos que
puedan ser oxidados hasta acetil-CoA, son procesados a través de la sintesis de novo de
acidos grasos. En este proceso, malonil-CoA y su precursor acetil-CoA se activan por
transacilacion dando proteinas portadoras de acilo (ACP). Estas son condensadas por
la cetoacil-ACP sintetasa, reducidas (perdiendo un grupo cetona), deshidratadas y
saturadas al correspondiente (R)-3-hidroxiacil-ACP que luego es transacilado por PhaG

dando los (R)-3-hidroxiacil-CoA, sustratos de las polimerasas (Prieto et al., 2016).
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Fig. 6. Distintas vias metabdlicas involucradas en la sintesis de PHA.

En R eutropha se demostré que la sintesis de PHB consume poder reductor y su
produccion esta controlada por niveles intracelulares de NADH, NADPH y acetil-CoA
(Prieto et al., 2016). Por otra parte, la sintesis y degradacién de PHA es un proceso
dindmico y en P. putida se demostr6 que la relacion acetil-CoA / CoA libre y NADH /
NAD+ regulan la acumulacién / movilizacién de PHA para adaptar el flujo de carbono a
la demanda celular (Prieto et al., 2016). En general el desequilibrio nutricional (es decir,
un exceso de carbono o la limitacién de un nutriente inorganico como nitrégeno) se ha
considerado un requisito para la sintesis de PHA (Madison y Huisman, 1999), sin
embargo, en P. putida la limitacion de nitrégeno no es estrictamente necesaria para la
sintesis de PHA cuando se utilizan acidos grasos como sustrato, pero puede mejorar el
rendimiento de producciéon del polimero y es por lo tanto un factor utilizado en la

produccién industrial (Prieto et al., 2016).
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Los estudios realizados sobre la regulacion de la sintesis de PHA en diversas especies
productoras demuestran que la expresion de los genes es inducible y estad sometida a
dos tipos de regulacion. Una regulacion especifica mediada por reguladores de la
transcripcion y otras proteinas regulatorias unidas a los granulos de PHA en el
citoplasma de la célula (Maehara et al., 2002; Prieto et al., 1999), y en muchos casos,
una regulacion global superpuesta a esta regulacion especifica. Las redes regulatorias
globales permiten a las bacterias controlar multiples funciones celulares en respuesta
a cambios en las condiciones fisioldgicas o cambios ambientales. Este tipo de regulacion
incluye factores de transcripcién que controlan genes y operones que pertenecen a
diferentes vias metabolicas (Ishihama, 2010) y ademas pequefios RNA (sRNA) que
regulan la expresion de genes mediante la unién a mRNA o proteinas (Gottesman y
Storz, 2011). El papel de estos reguladores en el metabolismo del PHA recién comienza
a ser comprendido proporcionando explicaciones sobre el efecto del estado fisiologico
celular en la sintesis y degradacién del polimero. Algunos mecanismos de control
global, tales como la regulaciéon del estado redox celular, la respuesta a estrés, la
respuesta estricta y la represion catabolica han sido relacionados con el metabolismo

del PHA y seran mencionados brevemente a continuacion.

Dentro de los mecanismos de control global en microorganismos aerobios se
encuentran aquellos involucrados en la respuesta a distintas concentraciones de
oxigeno, también relacionados con el equilibrio redox celular, que tiene mucha
relevancia en el metabolismo de los PHA. En Escherichia coli los reguladores globales
Fnr y ArcA regulan la transicion del metabolismo aerdbico al anaerdbico. En
Azotobacter vinelandii la mutacion de cydR, homdlogo de fnr, provoca un incremento en
la sintesis de PHB durante la fase de crecimiento exponencial (Wu etal., 2001). Trabajos
realizados en nuestro laboratorio con anr, que codifica el regulador global de
crecimiento anaero6bico en Pseudomonas y es homologo a fnr de E. coli (Sawers, 1991),
mostraron una disminucién de la cantidad de PHB en condiciones microaerdbicas y
aerdbicas en una mutante anr de P. extremaustralis (Tribelli et al., 2010), sugiriendo la
influencia de Anr en la sintesis de este polimero. El estudio de estos reguladores que

controlan el estado redox celular y la respuesta frente a variaciones en la disponibilidad
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de oxigeno pueden ser de utilidad para el disefio de estrategias de produccién de PHA
por procesos de fermentacién, ya que el costo de mantener un cultivo en
microaerobiosis es menor que en aerobiosis, debido a la disminucién del gasto
ocasionado por la alta agitacion y el burbujeo de oxigeno. En relacion a esto mutantes
de E. coli en reguladores globales redox que llevan los genes de la biosintesis de PHB de
Azotobacter sp. FA8, dado que E. coli no produce PHA, han sido utilizadas para
incrementar la produccién del polimero en condiciones de microaerobiosis (Pettinariy

Egoburo, 2021).

Los PHA se acumulan en algunas bacterias frente a variaciones en la disponibilidad de
nutrientes. En condiciones de limitacion de nutrientes, muchas bacterias desencadenan
una serie de eventos conocidos como respuesta estricta, mediados por guanosina
penta- y tetrafosfato [(p) ppGpp] y otros nucleétidos. Cuando los nutrientes son
escasos, el (p)ppGpp desestabiliza el factor 670 de la RNA polimerasa y por lo tanto
reduce la transcripcidn de algunos genes (housekeeping), permitiendo asi la unién de
otros factores relacionados con la tolerancia al estrés, como 0°* o os (Magnusson et al.
2005; Potrykusy Cashel, 2008). El factor os (RpoS) activa la transcripcién de genes
implicados en la respuesta general a estrés bacteriana y existen evidencias que indican
que el ppGpp induce la expresion de rpoS (Gentry et al.,, 1993). Varios trabajos han
sefialado la relacion entre RpoS y la sintesis de PHA en R. eutropha (Brigham et al,,
2012), A. vinelandii (Peralta-Gil et al., 2002) y en especies de Pseudomonas. El analisis
de una mutante de depolimerizacion phaZ de P. putida GPo500 (anteriormente
denominada P. oleovorans) en condiciones de ayuno, proporcion6 evidencias de la
asociacion entre la degradacion de PHA y la acumulacion de ppGpp, asi como de su
relacion con el aumento de la resistencia al estrés y los niveles de RpoS, el regulador
global de la respuesta a estrés (Ruiz et al., 2001; Ruiz et al., 2004). El analisis de una
cepa de P. putida deficiente en RpoS (Raiger-lustman y Ruiz, 2008) también mostro6 la
influencia del regulador el metabolismo de estos polimeros. Los resultados sugieren
que la acumulaciéon de PHA podria ayudar a las células a superar las condiciones

adversas encontradas durante la fase estacionaria.
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La sintesis y degradacién de PHA también dependen de la disponibilidad de fuentes de
carbono. La represion catabdlica controla el metabolismo del carbono regulando la
jerarquia y uso secuencial de las fuentes de carbono disponibles. En Pseudomonas, Crc
(catabolite repression control) es un regulador clave involucrado en la represiéon
catabolica. El nivel de Crc estd controlado por el sRNA CrcZ en P. aeruginosa
(Sonnleitner etal., 2009) y por dos sRNA (CrcZ y CrcY) en P. putida. Un trabajo realizado
en P. putida KT2440 mostr6 que Crc inhibié la traducciéon del mRNA de phaC1 en fase
de crecimiento exponencial mientras que en fase estacionaria la acumulacion de PHA

alcanz6 su maximo debido al antagonismo de CrcZ y CrcY (La Rosa et al.,, 2014).

El conocimiento del papel de los reguladores globales en el metabolismo de los PHA

puede ser de utilidad para la optimizacion de las estrategias de produccién.

2.3 Papel de los PHA en la supervivencia y resistencia a estrés

La produccion de PHA ha sido reconocida como una caracteristica que incrementa la
supervivencia bacteriana bajo distintas condiciones de estrés (Dawes y Senior, 1973).
Numerosos trabajos han abordado el estudio del papel de estos polimeros en la
adaptabilidad bacteriana (por ejemplo, Obruca et al.,, 2017; Lopez et al., 2015). En
Azospirillum brasilense la comparacién entre cultivos bacterianos realizados en
condiciones de acumulacion y de no acumulacion del polimero permitioé determinar que
el PHA incrementaba la resistencia a la desecacion y al estrés osmotico (Tal y Okon
1985). La construccion de cepas mutantes en la produccion y degradacion del polimero
fue utilizada como una herramienta valiosa que posibilité profundizar los estudios.
Comparando cepas salvajes y mutantes incapaces de producir el polimero en
microcosmos, se demostré que la presencia de genes pha favorece la supervivencia de
distintas especies bacterianas en agua de rio, de pozo y en suelo (Lopez y col., 1995,
Lépez et al.,, 1998). En concordancia, mutantes de Azospirillum brasilense en phaC o
phaZ, mostraron mayor sensibilidad al estrés que la cepa salvaje (Kadouri et al. 2003,

Kadouri et al. 2005). También se observaron resultados similares en otras bacterias
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productoras nativas como Aeromonas hydrophila (Zhao et al. 2007), Pseudomonas

aeruginosa (Pham 2004) o recombinantes de Escherichia coli (Wang et al. 2009).

Varios mecanismos han sido identificados como involucrados en el incremento en la
resistencia a estrés generada por los PHA. El analisis de una mutante en la depolimerasa
phaZ de P. putida GPol (anteriormente denominada P. oleovorans), proporciono
evidencias de la asociacion entre la degradacion de PHA y la acumulacion de (p) ppGpp
(Ruiz et al., 2001), una alarmona relacionada con RpoS, observiandose que la
degradacion de PHA aumentaba la resistencia al estrés y los niveles intracelulares de
RpoS (Ruiz et al., 2004). Durante los ultimos afios, nuestros trabajos se centraron en
Pseudomonas extremaustralis. La capacidad de producir PHB resulté esencial para la
supervivencia a baja temperatura. Se observd que la degradacién de PHB confiere
mayor poder reductor, modulando el estado redox celular frente al estrés oxidativo
derivado de las bajas temperaturas (Ayub et al.,, 2009). Por otra parte, cuando esta
bacteria crece formando biofilms en frio la capacidad de sintetizar PHB favorece el
desarrollo de una forma de vida plancténica, probablemente contribuyendo a la

colonizacién de nuevos ambientes (Tribelli y Lopez, 2011).

Si bien se ha determinado que tanto los PHAcc como los PHAcm tienen un papel
protector para las bacterias productoras, la importancia relativa de cada uno de ellos
no se ha analizado aun en bacterias que son capaces de acumular ambos polimeros

como en el caso de P. extremaustralis.

Como se ha mencionado en este apartado los PHA cumplen un papel muy importante
en la supervivencia y resistencia a estrés de las bacterias productoras, esto determina
que el metabolismo de estos polimeros sea interesante no sélo por la produccién de
bioplasticos sino también para generar cepas mas robustas para diversas aplicaciones

biotecnoldgicas como se mencionara a continuacion.
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2.4 Aplicaciones de los PHA: bioplasticos y mucho mas

Los PHA resultan interesantes y han sido principalmente estudiados por sus
aplicaciones biotecnoldgicas como bioplasticos, aunque actualmente también han sido
considerados de importancia para otras aplicaciones. Desde 1980 en que empezé la
produccion industrial de PHB y sus copolimeros con 3- hidroxivalerato (PHB-co-HV)
utilizando R. eutropha H16 para mejorar sus propiedades en cuanto a la flexibilidad,
varias empresas han intentado producir distintos tipos de PHA a escala piloto o
industrial sobre la base del cuidado del medio ambiente y considerando que el precio
del petréleo se incrementaria debido a su agotamiento (Chen 2009). Los PHA pueden
ser moldeados y procesados en envases, productos descartables, films para empaques,
materiales reabsorbibles para aplicaciones médicas, revestimientos alimentarios,
aglutinantes de pintura y "cauchos" biodegradables entre otros usos (Wang et al,
2014). Estos productos son compostables, es decir que pueden formar compost, al
degradarse biolégicamente generando un abono organico que no contiene residuos
toxicos. Debido a su biocompatibilidad y a la ausencia de toxicidad los PHA también son
de utilidad para aplicaciones biomédicas, como dispositivos cardiovasculares, stents,
hilos de suturas, andamios o soportes para ingenieria de tejidos, sistemas de
administracion de medicamentos y materiales dentales, entre otras aplicaciones
(Velazquez-Sanchez et al., 2020). Sin embargo, la utilizacion de estos plasticos en el
mercado no ha sido tan exitosa como se esperaba, debido al alto costo de produccién
que supera el de los plasticos derivados del petrdleo. Esto ha resultado en un gran
numero de investigaciones buscando alternativas para lograr el abaratamiento de los
costos de produccidn, asi como nuevas aplicaciones de estos polimeros que tengan
interés industrial. Entre las estrategias relacionadas con el abaratamiento de los costos
del sustrato, se destaca el uso de subproductos de otras industrias que resulten
econdmicos. Asimismo, la construcciéon de cepas modificadas genéticamente en genes
relacionados con el metabolismo central o en reguladores globales resultan
promisorias. Como se menciond, cepas recombinantes E. coli que expresan los genes
PHB de Azotobacter sp. FA8, mutantes en el regulador del estado redox celular, ArcA,

mostraron mayor acumulacion de PHB debido a la desregulacién de la respiracion
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aerdbica y al incremento del poder reductor que podia ser canalizado hacia la sintesis
del polimero (Ruiz et al., 2006, Nikel et al., 2006). El uso de estas mutantes permite
realizar el proceso en condiciones de microaerobiosis abaratando los costos derivados

de la agitacion.

Por otro lado, también se estan analizando las propiedades del polimero para otras
aplicaciones. Los PHA son poliésteres compuestos por acidos (R) -3- hidroxialcanoicos
(monémeros de hidroxiacidos (HA)) y la composicibn mondémero especifico y la
estructura molecular determina sus propiedades mecanicas (elasticidad, cristalinidad
o rigidez). Debido a esto, es posible combinar mas de 150 monémeros para formar
materiales con propiedades muy diferentes (Steinbiichel y Valentin, 1995). Asi, por
ejemplo, los PHAcm son considerados candidatos prometedores como bioplasticos con
aplicaciones especiales derivadas de propiedades relacionadas con sus cadenas
laterales mas largas, que le otorgan elasticidad, hidrofobicidad y menor cristalinidad
(Chen, 2009). Ademas de la clasificacidon basada en el tamafio de mon6meros (PHAcc y
PHAcm), los PHA también pueden ser clasificados en términos de otros criterios
relativos a la macroestructura del polimero (homogéneo, al azar o copolimeros de
bloque) y de los sustituyentes funcionales en las cadenas, tales como dobles enlaces,
grupos aromaticos, grupos insaturados u otros altamente reactivos (por ejemplo,
halégenos, hidroxilo, epoxi, fenoxi, cianofenoxi, nitrofenoxi, grupos tiofenoxi y metil-
éster) lo que da origen a los denominados PHAcm funcionalizados con distintas
propiedades (Tortajada et al.,, 2013, Prieto et al.,, 2016). Esto los hace interesantes
también para aplicaciones en quimica fina, relacionadas principalmente con la

diversidad de los monémeros que los componen.

Como se mencion6 anteriormente, la via de 3-oxidacién juega un papel importante en
el suministro de intermediarios para la sintesis de PHA cuando los acidos grasos se
utilizan como fuente de carbono. Es posible manipular esta via metabdlica a través de
la mutacién de los genes que codifican las proteinas FadA y FAdB generando la

produccion de PHA con cadenas mas largas de monomeros, o a través de la modificacion
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de algunos reguladores, lo que constituye una buena estrategia para obtener polimeros

con propiedades mejoradas (Liu et al,, 2011, Prieto et al.,, 2016).

Dado que las Pseudomonas no son buenas productoras de biomasa probablemente no
serian los microorganismos seleccionados para la produccion de bioplasticos a granel,
sin embargo, pueden resultar de interés como productoras de bioplasticos de distintos
tipos cuyos mondémeros pueden tener aplicaciones quimicas. Se ha encontrado también
que las proteinas anfifilicas relacionadas con la sintesis de PHA que incluyen las
phasinas, como PhaP, son utiles para lograr la purificacion de otras proteinas o el
direccionamiento especifico de farmacos (Chen, 2009), también pudiendo cumplir un
rol como chaperonas (Mezzina et al., 2015). Las phasinas surgen como proteinas con
mucho potencial. Son muy diversas, pudiendo encontrarse multiples phasinas en un
mismo organismo y que en muchos casos solo han sido predichas mediante
bioinformatica y aiin no se han explorado experimentalmente (Brown et al., 2022).
Estas proteinas estan surgiendo como plataformas biotecnolégicas para la
bioproduccion sostenible a partir de biomasa, por sus funciones que incluyen el
mejoramiento de la produccion optimizada de bioplasticos, de la tolerancia a los
inhibidores del crecimiento en biorrefinerias, de la biocatalisis "verde" y de la

biorremediacién ambiental, entre otras (Brown et al., 2022).

Ademas de las aplicaciones mencionadas, relacionadas directamente con el polimero,
los mon6émeros o las proteinas involucradas en su metabolismo, los PHA despiertan
interés por su influencia en la supervivencia bacteriana y la resistencia a estrés (Lopez
et al., 2015). Esto tiene importancia debido a que pueden resultar de utilidad para
mejorar la robustez o el desempefio de bacterias utilizadas en procesos industriales

conduciendo a una mejora en el rendimiento de algunos productos.

Los beneficios conferidos por el polimero en la supervivencia bacteriana también
pueden ser de interés para diversas aplicaciones en biotecnologia ambiental, a través
por ejemplo de estrategias de biorremediacion. Los microorganismos utilizados para la
eliminacion de contaminantes deben ser capaces de adaptarse a condiciones

estresantes debido a la toxicidad de los contaminantes y también por el estrés oxidativo
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generado por estos compuestos. Los PHA pueden producirse a partir de diferentes
fuentes de carbono, incluidos diferentes hidrocarburos, como benceno, tolueno y xileno
(BTX) (Nikodinovic et al., 2008; Prieto, 2007); por lo tanto, el mismo compuesto
destinado a la eliminacién podria usarse para la sintesis del polimero lo que contribuye
a la persistencia del agente de biorremediacién en el medio ambiente. En algunos casos
esos microorganismos son capaces también de producir biosurfactantes, compuestos
cuyo metabolismo esta relacionado con el de los PHA, incrementando la eficiencia del

proceso (Soberon-Chavez et al., 2005, Di Martino et al., 2012, Di Martino et al., 2014).

El mejoramiento de la fisiologia bacteriana derivada de la produccién de PHA también
podria ser util para aplicaciones agricolas. En Azospirillum brasilense, por ejemplo, la
acumulacion de PHB contribuye a la adaptacién en la rizosfera y habilidades de
promocion del crecimiento de las plantas (Fibach-Paldi et al., 2012), lo que resulta de
interés para el disefio de inoculantes para cultivos vegetales, sobre todo en el caso de

zonas desfavorables o sometidas a estrés.

Dada las multiples opciones para la aplicacién de estos polimeros y sus monémeros, el
conocimiento del metabolismo de las bacterias productoras en distintas condiciones
resulta de interés para comprender los factores clave que gobiernan la produccién de
PHA. Esto puede conducir al disefio mas eficiente de procesos fermentativos o al
desarrollo de cepas mejoradas por ingenieria genética y metabdlica para lograr un

mayor rendimiento o para otras aplicaciones relacionadas con estos polimeros.

3. Aproximaciones para estudios metabdlicos globales

En los ultimos afios las técnicas globales, también denominadas “émicas”, que
comprenden la genémica, transcriptémica, proteémica y metabolémica, que se enfocan
en el estudio del DNA, RNA, proteinas y metabolitos, respectivamente, han surgido
como herramientas valiosas para el estudio integral de las capacidades y procesos que

tienen lugar en el organismo. A diferencia de lo que ocurre con los estudios fisioldgicos
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centrados en una o en un grupo pequefio de caracteristicas, estas aproximaciones
globales "6micas" integran diferentes metodologias para caracterizar y cuantificar
diferentes moléculas, permitiendo obtener una imagen detallada de la respuesta de un
organismo a su entorno. El desarrollo tecnolégico ha permitido obtener los datos
masivos (datos 6micos), lo que, junto con la incorporaciéon de la bioinformatica, la
estadistica y la capacidad de procesar esos grandes conjuntos de datos bioldgicos
posibilité la realizacion de este tipo de andlisis. Los estudios que emplean técnicas
“Omicas” permiten comprender de manera mas profunda los sistemas complejos y a su

vez brindan informaci6n valiosa para la generacidn de nuevas hip6tesis de trabajo.

Nuestro laboratorio ha abordado el estudio del genoma de P. extremaustralis (Tribelli
et al, 2012, Raiger-lustman et al., 2015) obteniendo toda la informacién genética de
esta especie. Ademds, hemos podido realizar estudios globales de transcriptémica
(RNA-seq) de P.extremaustralis en condiciones de baja temperatura, microaerobiosis,
estrés oxidativo y nitrosativo que proporcionaron informacién sobre los genes que se
expresan en tales condiciones. Esto permitio la deteccion de genes clave relacionados
con la resistencia y vias metabdlicas alternativas novedosas, de relevancia para la
adaptabilidad de esta bacteria en distintas condiciones (Tribelli et al., 2015, Tribelli et
al., 2018, Solar Venero et al., 2019, Solar Venero 2020).

Al igual que en el caso de la transcriptémica, la proteémica es un estudio a gran escala
que permite obtener el perfil de las proteinas expresadas, en un momento dado y bajo
determinadas condiciones de cultivo. La cuantificacion de las mismas y la comparacion
de distintas condiciones resulta de utilidad para identificar aquellas asociadas a
determinado estado fisioldgico. Actualmente, las técnicas que se realizan utilizando
espectrometria de masas (MS) permiten obtener el perfil global de proteinas (Wilkins,
2009). Los proteomas poseen una alta complejidad en comparacién con genomas y
transcriptomas, que principalmente radica en la gran diversidad de las proteinas en
cuanto a numero, tamafio, propiedades y modificaciones post-traduccionales. El
numero y tipo de proteinas en una célula cambia en respuesta al entorno u otros

factores, como la etapa de crecimiento o ciclo de desarrollo, lo que hace que el proteoma
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sea altamente dinamico. A través de esta técnica es posible determinar la abundancia
de las proteinas y los cambios en respuesta a la degradaciéon bajo determinadas
condiciones. En algunos casos segun las caracteristicas del analisis es posible también,
detectar modificaciones post-traduccionales en las secuencias proteicas, tales como
fosforilaciones o glicosilaciones, por mencionar algunas. Si bien los estudios de
protedmica proveen abundante informacién y permiten detectar componentes claves
relacionados con la respuesta del microorganismo en determinadas condiciones,
poseen también algunas caracteristicas particulares que se deben tener en cuenta al
analizar los resultados obtenidos. Como se mencioné debido a la incorporacion de la
bioinformatica y estadistica el panorama general proporcionado por los estudios
protedmicos posee significado estadistico y permite identificar las proteinas
mayoritarias en una condicién con respecto a la otra. Sin embargo, en comparacién con
los estudios de transcriptémica la cobertura obtenida es menor. Esto se debe por un
lado a cuestiones técnicas ya que la técnica Unicamente detecta las proteinas mas
abundantes de la muestra (Timp y Timp, 2020) y también a cuestiones funcionales
relacionadas con la expresion de las proteinas. Por este motivo, llegar a lograr la
cobertura completa del proteoma de una bacteria resulta complicado sobre todo en
genomas de gran tamafio. En algunos casos una aproximacion interesante para lograr
mayor cobertura consiste en analizar fracciones celulares por separado como
fracciones citosolicas, de membrana y periplasmicas, aunque en muchos casos existe
superposicion de proteinas detectadas Utilizando este tipo de estrategias otros autores
se han conseguido ampliar la cobertura obtenida, por ejemplo, Nilsson et al. (2019)
lograron identificar el 41,5% del total de secuencias codificantes (CDS) anotadas en el
genoma de Rhizobium favelukesii LPU83 en respuesta a estrés acido. Ademas de estas
cuestiones, las proteinas poseen diferencias en la vida media y aquellas con vida media
corta podian no ser detectadas en el andlisis (Trotschel et al, 2013). Ademas, las
secuencias que codifican proteinas pueden no estar expresadas en las condiciones
analizadas o no ser funcionales, por este motivo, en muchos trabajos se habla del
proteoma experimental en comparacién con el proteoma predicho (Zannier et al,

2022).
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Existen pocos trabajos que utilicen aproximaciones proteémicas para el estudio de la
produccion de estos polimeros en Pseudomonas. En P. putida KT2442 (Poblete Castro
et al, 2012] y P. putida LS46 (Fu et al., 2015) se analiz6 el proteoma durante la
producciéon de PHAcm utilizando decanoato de sodio y residuos de glicerol o acidos
grasos, respectivamente. Recientemente, se realiz6 un andlisis comparativo del
proteoma en tres etapas de crecimiento y sintesis de PHA en P. putida KT2440 cultivada
con acido oleico durante la sintesis de PHAcm (Mozejko-Ciesielska y Mostek, 2019). Con
respecto a productoras de PHAcc existen trabajos de protedmica realizados en
Cupriavidus necator H16 utilizando residuos de biodiesel como sustrato (Sharma et al,,
2016) y también en E. coli recombinante para la produccion de PHB en fase estacionaria

temprana (Han et al,, 2001).

No existen trabajos sobre bacterias que acumulen ambos tipos de polimeros (PHAcc y
PHAcm) como en el caso de P. extremaustralis. Los estudios de protedmica en distintas
condiciones podrian proporcionar un panorama general de las vias metabolicas que se

activan en relacion a la produccién de estos polimeros.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo se enmarca dentro del objetivo general del
laboratorio que comprende el estudio del metabolismo de los polihidroxialcanoatos

(PHA) y su relacion con la adaptabilidad frente a distintas situaciones de estrés.

Si bien la produccion de PHA se encuentra extendida a varios géneros bacterianos,
existen pocos organismos capaces de acumular distintos tipos de estos polimeros como
P. extremaustralis. Debido a que esta bacteria puede crecer en distintas condiciones de
temperatura, aireaciéon y en varios medios de cultivo constituye un buen modelo para

este tipo de estudios.
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En base a esto, la hip6tesis del trabajo plantea que la sintesis de PHAcc y PHAcm en P.
extremaustralis es afectada diferencialmente por la relacién C/N y condiciones de
aireacion. Se postula también que los distintos tipos de polimero tendran distinta

influencia en la supervivencia y en la resistencia a estrés.

Los estudios de produccion de PHA se basan fundamentalmente en técnicas
microbiolédgicas y bioquimicas tradicionales, pero los analisis a nivel global son pocos.
Un estudio masivo como la protedmica, podria ayudar a conocer la complejidad de los
mecanismos que utilizan las bacterias para sobrevivir situaciones de estrés y a

comprender en mayor profundidad el metabolismo de estos compuestos.

En base a esto se plantean los siguientes objetivos especificos:

Objetivos especificos

1. Analizar la producciéon de PHA en P. extremaustralis en distintas condiciones de
cultivo con diferencia en la relacion C/N. Evaluar la relevancia de los distintos PHA

en la supervivencia frente a factores de estrés.

2. Analizar los genes relacionados con la producciéon los distintos tipos de PHA
(PHAcc; PHAcm) en los genomas de Pseudomonas disponibles en base de datos.

Comparar el contexto genomico en las distintas especies.

3. Analizar el proteoma de P. extremaustralis en distintas condiciones de cultivo
(relacion C/N, fase de crecimiento y aireacion) para determinar la relevancia en el

metabolismo de los distintos tipos de PHA.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y plasmidos utilizados

Los experimentos se realizaron con Pseudomonas extremaustralis 14-3b una especie

aislada de una charca temporaria de la Antartida (Lépez et al., 2009), asi como con sus

mutantes derivadas deficientes en cuanto a la produccién de PHA. Las caracteristicas

de estas y otras cepas y plasmidos utilizados durante el desarrollo de este trabajo se

describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepas

P. extremaustralis 14-3b
DSM 25547

P. extremaustralis PHA-

P. extremaustralis PHB-

P. extremaustralis PHAB-

P. extremaustralis PHB-

/pMCS3Cbsec

P. aeruginosa PAO1

P. putida KT2440

P. putida GPp104

Caracteristicas Relevantes

Salvaje, productora de PHB y PHAcm

Mutante incapaz de
PHAcm, Gm

producir

Mutante incapaz de producir PHB,
Kan

Mutante incapaz de acumular PHB y
PHAcm, Kan, Gm

Cepa complementada con el
plasmido pBBR1MCS-1 conteniendo
el genphbC, capaz de acumular PHB.
Kan, Tet

Cepa salvaje aislada de una herida

Cepa libre de plasmidos derivada de
cepa mt-2, productora de PHAcm

Mutante de P. putida KT2440
incapaz de producir PHA

Referencias

Lopez et al. 2009,
Tribelli et al.,, 2012

Catone, 2013

Catone, 2013

Este trabajo

Este trabajo.

Holloway et al,

1994
Nelson et al., 2002

Huisman et al.,, 1991
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Escherichia coli S17-1

Plasmidos

pEX18Tc

pMCS3Cbsec

pPHU28

Medios de cultivo

Conjugativa. Rec- derivado de 294 Simon etal., 1983
con RP4-2Tc:Mu Kmn::Tn7 en el
cromosoma

Tet; oriT+ sacB+ Hoang et al., 1998

Plasmido pBBR1MCS-1 conteniendo

el genphbC, capaz de acumular PHB.

Resistencia Tet

tetAtetRlacZ’ oriT Hubner et al., 1993

Las bacterias se desarrollaron en los medios de cultivo descriptos en la Tabla 2. Cuando

fue necesario se adicioné agar (1,5%) para cultivos realizados en medios sélidos.

Tabla 2. Composicion

de medios de cultivos y relacion carbono nitrégeno.

Medios Composicién Octanoato de sodio Relacién C/N
LB NaCl 10g Sin agregado 3,7

Triptona 10g

Extracto de levadura 5g
LBO NaCl 10g 0,25% 4,5

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g

0,5 NE2 (NEO)

NaNHsHPO, x 4 H,0O 0,25% 8,5
1,75g.

K:HPO4 x3H,0 7,5 ¢.
KH2P0O4 3,7 ¢
Extracto de levadura 1g

0,5 NE2 (NEO s/l)

NaNH,HPO, x4 H,0 | 0,25% 12,3
1,75g.

K:HPO4 x 3 H,0 7,5 g.
KH2P0O4 3,7 g

Para la condicion de acumulacién de PHA, los medios de cultivo fueron adicionados
con 0,25% de concentracidn final de octanoato de sodio (SIGMA) previamente

esterilizado.
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Condiciones de crecimiento

Cultivos

Los cultivos de P. extremaustralis y sus mutantes derivadas fueron realizados en los
medios descriptos en la Tabla 2. MyM. Previo a cada ensayo se realiz6 un cultivo
overnight a partir de colonias aisladas de LB agar de 24 h provenientes de un stock
preservado en glicerol 20% y conservado a -80°C. Este precultivo fue utilizado para
inocular a una densidad éptica (DO) inicial de 0,05 los cultivos utilizados en los
diferentes ensayos de este trabajo. De ser necesario se agregaron antibidticos en las
concentraciones que se indican en cada caso.

Para las condiciones aerdbicas se trabajé con Erlenmeyers manteniendo una relacion
1:10 (volumen medio de cultivo: volumen Erlenmeyer) y una agitaciéon a 200 rpm, a
28°C o 10 °C de temperatura de acuerdo al estudio, en tiempos de 24 h o 72 h,
respectivamente.

En las condiciones de microaerobiosis se empled una relacion 1:2 (volumen de medio:
volumen de frasco), con una agitaciéon suave de 50 rpm. Los cultivos en estos casos
fueron suplementados con 0,08% de KNOs (Tribelli et al. 2010), y cultivados a 28°C
durante 24 h.

Curvas de crecimiento

Para analizar el desarrollo bacteriano se realizaron curvas de crecimiento en los
diferentes medios de cultivo LB, LBO o el medio 0.5NE2 (Huisman y col., 1991) con bajo
contenido de N y suplementado con 0,25 % de octanoato de sodio que favorece la
acumulacion de polihidroxialcanoatos (PHA). Cualquiera sea el caso se partié de
precultivos overnigth (ON), como se describi6 previamente y se midié la densidad
oOptica a una longitud de onda de 600 nm (DOecoonm) a lo largo de 24h, a intervalos de 1
h utilizando un espectrofotometro. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada
uno de los casos.

Antibidticos empleados
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Cuando fue necesario se agregaron antibioticos a las siguientes concentraciones finales:
Kanamicina (Km) 20 pg.ml-1, Gentamicina (Gm) 10 pg.ml-ly Tetraciclina (Tet) 10 pg. ml-
1

Conservacion de las cepas

Para la conservacién de las cepas utilizadas en el trabajo, se realizaron cultivos de 5 ml
en medio LB (con el agregado de antibiéticos de ser necesario) durante 18 h, se
centrifugaron a 8000 rpm durante 2 minutos. El pellet obtenido se resuspendié en 1 ml
de medio LB fresco, y a una alicuota de 600 pl de las células resuspendidas se le agreg6
400 pl en glicerol 50 %, resultando en una concentracion 20% (v/v) final, el cual actiia

como criopreservante. Las cepas se conservaron el -80 ¢C hasta ser utilizadas.

Determinaciones cualitativas y cuantitativas de PHA

Determinacion cualitativa - Tincién de PHA con Azul de Nilo.

Para determinar la presencia de los granulos del polimero en cada cepa estudiada, se
procedid a realizar la tincidn y observacion al microscopio con el colorante Azul de Nilo
(Ostle y Holt 1982). El colorante es una oxazina basica soluble en agua y en alcohol
etilico.

Para los cultivos en medio liquido se tomaron 5 pl de cultivo y se colocaron sobre el
portaobjeto mientras que si la observacion se realiz6 apartir de una placa se tom6 una
colonia con el ansa y se disgregé sobre el portaobjeto con una gota de agua destilada.
En ambos casos se extendi6 sobre el portaobjetos, se dejd secar y luego se fijo mediante
calor por llama de mechero. Previamente se colocé el colorante, preparado al 0,1 % en
agua, en una jarra de “coplin” a 602C durante 15 min, donde luego se sumergieron los
extendidos durante 10 min a la misma temperatura. Se lavaron con agua para eliminar
el excedente de colorante y luego con acido acético 8% durante un minuto. Se sacd el
excedente y se dejo secar a temperatura ambiente. Se observd en el microscopio a una

longitud de onda de 460 nm. Los granulos fluorescen en color naranja.
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Cuantificacion de PHA por cromatografia gaseosa

Para realizar la cuantificacién de PHA y la determinaciéon de la composiciéon de los
monomeros fue necesaria en una primera instancia la puesta a punto de la metodologia,
debido a la adquisicién de un nuevo cromatégrafo gaseoso en el Departamento de
Quimica Bioldgica. Las determinaciones del contenido del polimero se realizaron en
medios de cultivo con diferente relacién C/N como se indicé en la Tabla 2 para evaluar
su influencia en la produccion de los tipos de PHA, a partir de pellets de células
liofilizadas sometidas a metandlisis (Braunegg et al. 1978). Para la metandlisis se
utilizaron entre 4-10 mg de pellet celular liofilizado al que se le agregaron 2 ml de una
mezcla de metanol con 15% (v / v) de H2SO4y 2 ml de cloroformo grado HPLC. Esta
mezcla fue incubada a 100 °C durante 140 min en un bafio de aceite. Finalizado el
proceso los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se colocaron en un bafio
de hielo, para minimizar la evaporaciéon de cloroformo durante la manipulacién. Se
agregaron 0,5 ml de agua destilada, se agit6 y se extrajo la fase organica. Se agregaron
cristales de sulfato de sodio para extraer el agua remanente. La extraccién se repitié
dos veces y se controlé que el pH de las muestras sea mayor que 5, para evitar el
deterioro de la columna y equipo. Los ésteres metilicos de los mon6meros contenidos
en la fase organica fueron analizados por cromatografia gaseosa. Se utilizé acido
benzoico (0,5 mg / ml) como patrén interno (Manso Cobos et al. 2015). Las muestras
se analizaron en un cromatégrafo de gases Agilent 78204, con detector de ionizacién
de llama (FID) y con inyeccién automatica ALS 7693. Se utiliz6é una columna capilar HP-
5 (30 m; espesor de pelicula de 0,25 um e ID de 0,25 mm) que se caracteriza por ser no
polar, compuesta por un 5% de fenil y 95% dimetilpolisiloxano, con un rango de
temperatura de trabajo amplio que va desde -60 a 350°C. El horno del GC se calentd
inicialmente a 40 °C durante 0,5 min, luego se utiliz6 una rampa de 5 °C / min hasta
llegar a 65 °C. Finalmente, se incrementé la temperatura 15 °C / min hasta 130 °C, la
cual se mantuvo durante 3 min, llegando finalmente a 150°C.

Las temperaturas del inyector y FID se ajustaron a 250 °Cy 300 °C, respectivamente. El
nitréogeno se utiliz6 como gas portador (carrier) en un caudal de 3 ml/min. El volumen

de inyeccion fue de 1 pl con split 45:1. Las soluciones estandar se prepararon usando
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acido poli (3-hidroxibutirico) (SIGMA Aldrich) y PHAcm purificados de Pseudomonas
putida KT2440, una conocida productora de PHA, compuesto por mondémeros de C6 y
C8 (Holloway y col.,, 1986). Todos los experimentos de medicién del polimero se
realizaron al menos por triplicado utilizando cultivos independientes. El contenido de
PHA fue calculado como porcentaje del peso seco celular (% peso seco). La composicion
de los monémeros se confirm6 por espectrometria de masas utilizando un servicio del
Departamento de Quimica Organica (FCEN-UBA). Para la cuantificacién cromatogréfica,
asi como la identificacidn de los picos caracteristicos de los diferentes PHAs realizados
por GC- Masa en el servicio de Quimica Organica se utilizaron las condiciones que se
detallan a continuacidn:

Columnas ZB-5 (30 m; 0,25 mm; 025 pm), flujo de gas carrier 1 ml/min. Inyector 200
9C, relaciéon de Split 40:1, Temperatura de interfaz CG-EM; 2802C. Temperatura del
horno: 402C a 52/min hasta 652C, luego a 152/min hasta 130 2C (20 min).

Técnicas de biologia molecular

Extraccion de plasmidos

Se utiliz6 el siguiente protocolo: Se trabajé con cultivos crecidos overnight en LB (con
los correspondientes antibioticos), las extracciones se realizaron a partir de 1-5 ml de
cultivo de acuerdo al nimero de copias del vector. Se centrifugaron durante 1 min a
13.000 rpm para obtener el pellet de células. Este se resuspendio en 200 pl de buffer 1,
luego se agregaron 200 pl de buffer 2, se mezcld por inversion y se dejdé incubando
durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 300 ul de buffer
3 en frio. Se centrifug6 a 13.000 rpm en microcentrifuga durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante se traspasé a un tubo limpio. Para precipitar se agregaron 900 ul de
etanol absoluto, se centrifugé 20 min a 13.000 rpm y se lav6 con 500 ul de etanol 70%.
Se centrifugd 5 min y se descarté el etanol, dejando secar en estufa 30 min a 37°C para
asegurar evaporacion total del etanol. Luego se procedi6 a resuspender con 60 pl de

H20 deionizada.
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Composicion de los buffers mencionados:

Buffer 1 : Tris- Cl 25 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM ; RNAsa 100 pg/ml
Buffer 2: NaOH 200 mM; SDS 1%

Buffer 3: Acetato de potasio 3 M pH 5.5

Cuando fue necesaria la obtencién de plasmidos con mayor grado de pureza se utilizo
el kit comercial Easy Pure® Plasmid Mini Prep (AP-BIOTECH) siguiendo las

especificaciones del fabricante.

Digestion con enzimas de restriccion

Para la digestion con enzimas de restriccion (marca New England Biolabs o Promega)
se sigui6 el protocolo de Sambrook et al., (1988) utilizando los buffers correspondientes
y siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Se analizaron las secuencias de interés en el servidor NEB cutter in silico
(www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools). El programa permitio realizar
la busqueda de enzimas de restriccion que corten los fragmentos del phbCy phbC::Km
en un solo sitio.

La enzima de restriccidn Sall junto con el buffer D10x para el fragmento salvaje del gen
de PHB, en cambio para la mutante se utilizé HindIIl mas el buffer E10 x.

Otra enzima de restriccion utilizada fue la Xhol con el buffer en un volumen final de 20
ul, la cual se utilizd con el fin de liberar el fragmento conteniendo el gen de phbC

presente en la cepa complementada, que luego fue enviado a secuenciar.

Reacciones de ligado

Se utilizd la enzima T4 DNA ligasa (Promega) para realizar el ligado entre insertos y
vectores, siguiendo las especificaciones del fabricante. La relacion DNA inserto/DNA
vector fue de 3:1 0 1:1 segun las concentraciones obtenidas. La reaccion se llevé a cabo
por un periodo de 16 a18 h a 16°C.

Electroforesis en geles de agarosa

Para la visualizacion y la posterior purificaciéon de plasmidos y de fragmentos de DNA

obtenidos por reacciones de PCR, reacciones de ligado o cortes con enzimas de
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restriccion se realizaron electroforesis en geles de agarosa. Las electroforesis se
realizaron utilizando buffer TAE 1% a 100 volts en cubas marca Sigma (Sigma Chemical
Company, St. Luis, USA). Para fragmentos con rangos de tamafio de 3000 a 500 pb se
utiliz6 una concentracién de agarosa de 0,7 a 1 %. Como marcadores de peso molecular
se utilizaron el DNA del fago A digerido con HindIIl (NEB), y la escalera de 1 kb de
Promega. Los geles se tifieron con solucién de bromuro de etidio (0,5 pg.ml-1) durante
15 min. El DNA se visualiz6 con un transiluminador de luz UV y se fotografiaron con una

camara digital Kodak Digital Science CD120.

Composicion del buffer TAE 50X (por litro).

TTIS DASE e 242 g
Acido acético glacial ... 57,1ml
EDTA 0,5 M pH 8,0 ...ovvvmerrrrrnrrmrrereeerneesnens .100 ml

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

SACAr0SA e ——— 40g

Purificacion y Cuantificacion de DNA

Se utilizaron los kits comerciales de Qiagen (Qiaex II gel extraction kit) para la
purificacion de fragmentos de DNA obtenidos por reacciones de PCR o tratados con
enzimas de restriccion en mezcla de reacciones, siguiendo las especificaciones del
fabricante. El DNA presente se cuantifico utilizando el analizador digital 1D Image
Analysis Software (Kodak Digital Science), utilizando como patrén 100 ng de A HindlII
o utilizando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific) con su
correspondiente software.

Preparacion y transformacion de células competentes de Escherichia coli

Para la obtencién de células competentes de las cepas de E. coli se inocularon 10 ml de

LB con colonias aisladas de cultivos realizado en placa y se incubaron overnight a 37°C
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y 200 rpm. Este cultivo se utilizé para inocular 50 ml de SOB-glicerol 30 g/I, colocados
en un Erlenmeyer de 500 ml, partiendo de una DOsoonm inicial de 0,05. Se incubé a 37°C
y 200 rpm alrededor de 3 horas o hasta alcanzar una DO de 0,5. Luego se procedid a
incubar durante 10 min a 4°C y se obtuvo el pellet celular mediante centrifugacion (10
min a 4000 rpm a 4°C). Los pasos posteriores variaron segun si las células competentes
se prepararon por tratamiento quimico (quimio competentes) o electro competentes.
i) Quimio competentes: El pellet celular se resuspendié en 8 ml de una solucién de CaCl2
0,1 M (previamente enfriada), se incub6 1 hora a 4°C y se centrifug6 durante 10 min a
4°C a 4000 rpm. Se resuspendio el pellet suavemente en una solucién de CaClz 0,1 M y
glicerol 10 % m/v.

ii) Electro competentes: El pellet se lavo tres veces con 25 ml de glicerol 10 % m/v en
agua destilada (previamente enfriada) y las células se resuspendieron en 1 ml de la
misma solucion de lavado.

En ambos casos las células se separaron en alicuotas de 50 pl. Las mismas se
conservaron a -70°C hasta su utilizacion.

Composicion del medio SOB

Triptona.......coeeeviierinnns 2g/1
Extracto de levadura........... 5g/l
NaCl...oooveveeieeeeeeeee 8,56 mM
KCli e 2,5mM
MgCla*..coviiiieiriiriiin 10 mM
MgSO4* i 10 mM

*Ambas sales de magnesio se agregaron luego de autoclavar al resto de los

componentes del medio. Para la prepacion se utilizé H20 bidestilada.
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Transformacion

En el caso de utilizar células competentes obtenidas por métodos quimicos, se
agregaron 5-10 pl de DNA (10-50 ng), a 50 pl de células competentes, se incubaron 30
min en hielo, luego se aplicé un shock térmico a 42°C durante 90 segundos y
nuevamente se incubé en hielo por 10 min. Para la recuperacién de las células
competentes post-transformacion se agregaron 300 pl de SOC, * que posee la misma
composicion que el SOB, pero esta suplementado con 20 g/1 de glucosa,

y se incubd 1 hora a 37°C con agitacidn constante (150 rpm). Al terminar el periodo de
recuperacion, las células se centrifugaron 5 min a 5000 rpm y el pellet se resuspendi6
y se sembro en placas con el medio de seleccion segiin correspondiese.

En el caso de utilizar células electro competentes: se mezclaron 2 pl de DNA con 50 pl o
100 pl de células electro competentes. La electroporacion se efectué en un
electroporador BioRad Micro PulserTM en cubas de 0,2 cm, utilizando un programa
predeterminado (programa 2) que ofrece el equipo. Para la recuperacion de las células
competentes se agregd inmediatamente 1 ml de SOC y se incubé 1 hora a 37°C con
agitaciéon constante (150 rpm). Al terminar el periodo de recuperacion se centrifugaron
las células 5 min a 5000 rpm, se resuspendié y se sembrd el pellet celular en placas con

medio de seleccion correspondiente.

Conjugacion

A partir de precultivos realizados segin lo ya descripto se inocularon cultivos liquidos
partiendo de una D.O 0,05. Para Pseudomonas los cultivos se realizaron a 28°C y para E.
coli a 37°C, en ambos casos los cultivos se agitaron a 200 rpm. Una vez que los cultivos
alcanzaron una D.0.= 0,5 se tomd6 un volumen total de 1 ml con una relacién 1:2 cepa
dadora (E.coli)/ receptora (P. extremaustralis), se centrifugaron 1 min a 6.000 rpm y se
resuspendio el pelleten 100 pl de MgS0O4 10 mM. Los 100 pl de la mezcla de cepas fueron
colocados cuidadosamente sobre filtros de 0,22 pm estériles en placas de LB. La placa
se incub6 18 h a 28°C luego de lo cual se levantaron los filtros y se resuspendieron en 1
ml de MgS04 10 mM. Se centrifug6é 1 min a 6.000 rpm y se sembraron en medio de

seleccion. El crecimiento de las transconjugantes se observd luego de 48 h de
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incubacién a 28°C. Una vez desarrolladas las colonias se realizaron cultivos puros a

partir de las colonias de interés.

Construccion de una mutante deficiente en la produccion de PHB y de PHAcm

derivada de P. extremaustralis

Para la construccion de la doble mutante de P. extremaustralis, es decir aquella cepa que
no posee la capacidad de sintetizar ningtn tipo de PHA, se utilizaron varias técnicas de
biologia molecular que se describieron anteriormente.

Se procedi6 a trabajar con una mutante PHA- incapaz de sintetizar PHAcm, previamente
construida en el laboratorio (Catone 2013) con resistencia a gentamicina (Gm). Se
conté ademas con un plasmido pEXTet::phbCKm que posee una construccién que
contiene el gen de la sintasa phbC, involucrada en la produccién de PHB, interrumpido
con el casete de resistencia a Kanamicina (Kan), clonado en el plasmido pEX18Tc
(Hoang et al., 1998) que es suicida en Pseudomonas.

El plasmido fue transferido por electroporacion a E. coli A-S17. Se realiz6 la conjugacién
entre E. coli A-S17/ pEXTet::phbCKm y la mutante PHA- (Catone, 2013). La seleccion de
las cepas transconjugantes se realizo en medio 0,5NE2 adicionando los antibi6ticos Gm
10 pg.ml-1Kan 20 pg.ml! y octanoato de sodio como fuente de carbono, donde la
bacteria dadora no es capaz de crecer. Luego de reiterados intentos no exitosos se
procedid a cambiar el plasmido por el pPHU281 Tetr (Hubner et al., 1993) y se realiz6
un subclonado cortando con la enzima de restriccion Kpnl ambos plasmidos y luego

ligando el fragmento phbCKm al nuevo plasmido.
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Fig.1. Mapa del vector plasmidico pPHU281 utilizado en la construccién de la doble mutante PHAB-, con
resistencia al antibidtico tetraciclina.

El plasmido fue transferido a células competentes de E. coli A-S17 por electroporacion
seleccionando aquellas que fueron capaces de adquirir el plasmido con la construccion
en medio con tetraciclina (Tet) y Kan. Obtenida la construccién de interés se realizo6 el
proceso de conjugacion explicado anteriormente hasta conseguir la mutante deseada
con la incapacidad de sintesis de ambos polimeros. La mutante fue verificada por
observacion a través del microscopio con tincién Azul de Nilo, por cromatografia
gaseosa en cuanto a su incapacidad de producir ambos tipos de PHA, por crecimiento
con ambos antibioticos, por PCR, y por secuenciacion del fragmento de phbC

interrumpido por Km.

Verificacion de fragmentos
Los fragmentos obtenidos de la secuenciacion se compararon en la base de datos BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para verificar la identidad de los

mismos.

Oligonucledtidos empleados

En la Tabla 3 se pueden ver los juegos de primers utilizados en las reacciones de PCR.
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Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en las distintas reacciones de PCR.

Oligonucleodtido | Secuencia 5°-3° Utilizado para amplificar

phbC-Forward GACCTGATCGAAGCCAACG phbC::Kan y phbC-WT

phbC-Reverse GGCTTCATCGAGGGTTTCC phbC::Kan y phbC-WT

DR2-up TCGAGCAAGACGTTTCCCGTTG Casete de kanamicina

FA2-low CTATGGAACTGCCTCGGTGA Casete de kanamicina

M13R CAGGAAACAGCTATGACC Plasmido pBBR1MCS-3 y gen WT
de phbC

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT Plasmido pBBR1IMCS-3 y gen WT
de phbC

Los primers phbC F y R (Tabla 3) amplifican un fragmento de 2.122 pb por fuera del gen
salvaje de phbC y con un tamafio de 2.736 pb para la mutante derivada simple PHB- y
la doble mutante PHAB-. El segundo juego de primers (Tabla 3) se utiliz6 en forma
combinada con los primeros, para obtener los fragmentos que se secuenciaron de 1.128
pb y de un tamafio de 1.114 pb, comprendiendo parte del gen phbC con parte del casete
de Km. Los primers M13R y M13F se utilizaron para amplificar el gen phbC gen nativo

de P. extremaustralis a partir del plasmido que se utiliz6 para la complementacion.

Condiciones utilizadas para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la Tabla 4. se observa la composicion de la mezcla de reaccidon general que se utilizo
para las reacciones de PCR tanto para la verificacion de genes salvajes (WT)
pertenecientes a P. extremaustralis como para las construcciones y verificaciones
nombradas anteriormente. La enzima utilizada fue la Pfu DNA polimerasa de Promega,
la cual es mas progresiva que la Taq polimerasa. Los oligonucleétidos se describen en

la Tabla 3.
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Tabla 4. Mezcla de reaccién de PCR.

Reactivos por tubos 50 pl volumen final \

Buffer de reaccion Promega 5X

dNTPs 2mM

Pfu polimerasa (Promega)
Magnesio 25 mM
Oligoupper (3pM)
Oligolower (3pM)
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Templado (ADN)

Agua miliQ

Volumen total de mezcla

10 pl
5ul
0,5 ul

Dependiente de la reaccion

10 pl
10 ul
1l
2ul
11,5 ul
50 ul

En la tabla 5 se puede observar el programa utilizado para obtener los fragmentos de

PCR.
Tabla 5. Programa de PCR

Programa de ciclado Tiempo Temperatura 2C
1-Desnaturalizacion inicial 7 min 95
2-Desnaturalizacion 30 seg 95
3-Unién primer-DNA molde | 30 seg 55
4-Extension 6 min 72
5-Repeticion 35 ciclos Desde paso 2 al 4
6-Extension final 10 min 72
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Experimentos de resistencias a estrés en P. extremaustralis

Efecto del pH

Se trabajo con P. extremaustralis y sus mutantes. El medio de cultivo que se utilizé fue
LB caldo suplementado con octanoato de sodio (LBO). El pH se ajusté a 5,5; 6; 7; 7,5; 8;
9; 9,5y 10 con HCI 1N o NaOH 1N segun corresponda utilizando un pHmetro (Consort
C231).

Una vez alcanzado el pH deseado se esteriliz6 el medio por filtraciéon y se midi6
nuevamente el pH para verificar que se mantenga al pH deseado. Los Erlermeyers con
el cultivo se inocularon con DOsoonm inicial de 0,05, a partir de cultivos overnight en
condiciones aerdbicas, detalladas anteriormente. Los cultivos se realizaron con una
relacion volumen de cultivo/ volumen del Erlenmeyer 1:10 y en agitacion 200 rpm a
282C durante 24h.

El efecto del pH sobre el crecimiento y la acumulacién del polimero se evaluaron a

través de diferentes ensayos.

Recuento de colonias

Se tomaron alicuotas de cada cultivo de P. extremaustralis tanto al inicio como al
término de la incubacién (24h) y se realizaron diluciones seriadas para realizar el
recuento de UFC/ml, en placas de LB agar. Las cuales fueron incubadas en estufa a 282C

durante 24h.

Observacion de granulos de PHA por microscopia.
Los cultivos de P. extremaustralis y sus mutantes luego de 24h fueron observados al

microscopio con tincidon de Azul de Nilo, como se explic6 anteriormente.

Medicion de pH sobrenadante.
Transcurridas las 24 h de incubacién de los cultivos liquidos, éstos fueron centrifugados

a 7.000 rpm (Eppendorf Centrifuga 5804R) de esta manera se obtuvo pellet celular y
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sobrenadante. Se procedi6 a medir el pH final en el sobrenadante libre de células con

un pHmetro.

Sensibilidad a diferentes pH en medio sélidos.

Para determinar el efecto del pH sobre el crecimiento de P. extremaustralis y sus
mutantes derivadas se empled un ensayo de sensibilidad utilizando discos en medio
sélido similar a los utilizados para evaluar el efecto de distintos factores de estrés (Ayub
et al,, 2004). A partir de los cultivos de 24h se ajust6 la D.O.coonma 1 y se tomaron
alicuotas sembrando 100 pl de cultivos sobre las placas. Las placas se prepararon con
20 ml de medio, para mantener uniformidad, de manera que siempre presenten el
mismo grosor. Se dejaron secar durante 20 minutos y se colocaron sobre la superficie
del medio de cultivo discos de papel de filtro Whatman n21 estériles (6 mm de
didmetro), dejandolos secar 15 min. Luego se agregaron 10 pl de buffer regulado a
diferentes pH, el rango de pH de estudio fue de 5,5; 6; 7; 7,5; 8; 9 y 10. Las placas se
incubaron durante toda la noche a 28°C y se procedié a medir el didmetro del halo de
inhibicion del crecimiento. Los buffers a diferente pH se prepararon de la siguiente
manera: pH. 5,5, se utilizo buffer de Acetato de sodio —-acético 0,1N, pH 6 a 9,5, buffer
fosfato 0,1 N y pH 10, buffer glicina-NaOH 0,2 M. Todos los buffers se esterilizaron por
filtracion midiéndose nuevamente el pH final antes de ser utilizados en cada ensayo

planteado.

Cuantificacion de PHA por Cromatografia gaseosa.
Se cuantificé la produccién de los distintos tipos de PHA utilizando la misma

metodologia, explicada anteriormente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Sensibilidad al H202 en medio sélido

Para determinar la resistencia al estrés oxidativo en P. extremaustralis y las cepas
mutantes, se empled un ensayo de sensibilidad al peréxido de hidrégeno (H202). Las
bacterias fueron cultivadas durante 24 h en LB en presencia de octanoato de sodio a

200 rpm y 282C. Luego de lo cual se ajusté la D.Osoonm de los cultivos a 1 y se sembraron
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100ul en placas de medio LB. Se procedié de igual manera que el protocolo descripto
anteriormente. Luego se agregaron 5ul de H202 30%(v/v) (Merck), se incubaron
durante toda la noche a 28°C y se procedié a medir el diametro del halo de inhibicién
del crecimiento.

Se trabajé con P. extremaustralis, sus mutantes PHB- (C6+C8), PHA-, la doble PHAB-.
Ademas, se utilizaron en este trabajo otras Pseudomonas presentes en nuestro
laboratorio, entre ellas P. putida GPp104 mutante derivada de P. putida KT2440 incapaz
de producir PHA (Huisman y col, 1991), P. fluorescens Pf-5, P. putida KT2440
productora de PHAcm.

Sensibilidad a la radiacion UVA

También se analizd la sensibilidad a la radiacién UVA en distintas condiciones de
crecimiento y acumulacion de PHA. Las bacterias crecieron a 10 °C o 30 °C hasta la fase
estacionaria en LB o LBO. Los cultivos se centrifugaron (1.200 rpm, 10 min, 20 ° C). Los
pellets celulares se lavaron una vez y se suspendieron en solucidén salina (NaCl 0,1 M) a
D.0.650nm 0,4. Las suspensiones celulares se dividieron en dos fracciones de 30 ml, que
se colocaron en un vaso de precipitados de vidrio (didmetro de la superficie expuesta 5
cm) abierta al aire. Se irradiaron desde arriba con dos tubos Philips TDL 18 W/08 (mas
del 95% de emision UVA a 365 nm) montados a una altura fija, con reflectores aluminio
anodizado, para mejorar la tasa de fluencia en la seccién a ser irradiada. La fluencia
incidente se midi6 en la superficie de la suspensién con un Radiémetro 9811.58 Cole-
Parmer (Cole-Parmer Instruments Co., Chicago, IL). Una de las fracciones se irradio
desde arriba a una velocidad de fluencia de 20 W/m? a nivel de la superficie, mientras
la otra fraccion permanecio6 en la oscuridad. La tasa de fluencia empleada (20 W/m?2)
puede ser normalmente encontrada en el medio ambiente (Hoerter et al., 2005), y se
obtuvo colocando los tubos a unos 18 cm de la superficie de la suspension.

Se tomaron muestras de las suspensiones celulares tanto expuestas a la radiacién UVA
o mantenidas en la oscuridad a distintos tiempos y se sembraron en placas de LB agar.
En caso de ser necesario las muestras se diluyeron con NaCl 0,1 M. Las placas se

incubaron inmediatamente a 30 °C en la oscuridad para evitar reparacion del DNA
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inducida por la luz y se contaron las colonias después de transcurridas 24 a 48 h. La
supervivencia se expres6 como una fraccién de la cantidad de unidades formadoras de
colonias (UFC) por ml respecto del tiempo inicial (to).

El contenido de PHA se midi6é por cromatografia gaseosa a tiempo inicial y final.

Ensayo de Catalasa

Para determinar la actividad de catalasa total, cultivos en fase estacionaria se
centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos a 4 ° C. El pellet celular se suspendid en
buffer fosfato de sodio 50 mM en frio (pH = 7). Se midié la densidad 6ptica y se ajusté a
una D.0O 650mn= 1 para mantener la uniformidad del ensayo. Las células se rompieron por
sonicacion empleando 10 ml de cultivo durante 2 min en modo pulso al 50% de “duty
cycle” y 5 de “micro tip limit” (Vibra-Cell sonicator, Sonics Materials Model VC500), en
un bafo de agua con hielo. Luego se centrifug6 a 12.000 g durante 10 min a 4 °C para
obtener el extracto celular. La actividad de catalasa total se evalu6 siguiendo la
descomposiciéon de 10 mM H202 segiin Aebi (1984). Una unidad de actividad se definié
como la que descomponel pmol de peroxido de hidrégeno por minuto por mg de
proteina. Cada muestra requiere un blanco individual de 2,5 ml de buffer fosfato de
sodio y 500 pl de muestra. Para la determinacion de la descomposicion se colocaron en
una cuba de cuarzo 500 pl de muestra con 1,5 ml de buffer y 1 ml de H202 30mM
(concentracion final 10mM de perdxido), inmediatamente después se comenzo6 a medir
la absorbancia. Es un ensayo sencillo y rapido, las determinaciones se hacen cada 30
segundos hasta los 3 min. El contenido de proteina se determin6 por el método de

Lowry (Lowry et al,, 1951).

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry.

Para la determinacién de las proteinas totales se tomé 1 ml de la muestra, se centrifugé
durante 1 minuto a 13.000 rpm. El pellet se resuspendié en 1 ml de 10 mM de MgSQOs4,
se tomaron 200 pl y se llevaron a 1 ml con agua. Luego se afiadi6 a cada muestra 1 ml

de Solucion Reactiva* y se dejd reposar durante 10 min para luego agregar 100 pl de
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reactivo de Folin diluido en agua. Se dejé reposar 30 min y se midi6 la absorbancia a
625 nm. Se realizé una curva de calibracion con albimina bovina (BSA).
*Solucién Reactiva: 1 ml Solucién C (CuSO4 1%) + 1 ml Solucién B (Tartrato de Nas K 2

%) + 98 ml Solucién A (NaOH 0,1M).

Caracterizacion de las cepas mutantes

Determinacion de tamaio celular de P. extremaustralis y sus mutantes

Las determinaciones se realizaron en cultivos en fase estacionaria (24h), en P.
extremaustralis y sus mutantes PHB-, PHA- y PHAB- tanto en LB como LBO para
determinar la influencia de la produccién de PHA en el tamafio celular. Se utilizé un
microscopio de fluorescencia Olympus BX41 con un aumento1000 x y filtro UV 450-
480 nm. Para el analisis de las imagenes se utilizo el software Image- PROPLUS V4.5
(Cybernetics) que permitié la medicidon del tamafio celular a través de las fotografias
tomadas. Las capturas se realizaron por triplicado para cada una de las bacterias bajo
estudio, en las cuales se determinaron las dimensiones celulares (largo y ancho). Los
resultados se muestran como el promedio y la desviacion estandar de al menos 30

células tefiidas con Azul de Nilo iluminadas con luz blanca.

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para profundizar en la caracterizacion de la morfologia celular y la observacion de los
granulos de PHA de P. extremaustralis y sus mutantes PHB-, PHA- y PHAB- se realizaron
cultivos de 24h en LBO. Se realiz6 también un cultivo de la cepa salvaje en LB el cual se
utilizé como control de no acumulacién.

El protocolo involucré la etapa de fijacidn realizada en el laboratorio y la etapa de
inclusion en resina y cortes realizada por el servicio de microscopia electronica Lanais,

Facultad de Medicina - Universidad de Buenos Aires. Se enjuagé el pellet del cultivo con
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buffer fosfato o PBS, 0,1M, pH 7,4. Luego se trasvas6 a un tubo Eppendorf, se centrifugo
para obtener el pellet.

Se retir6 el buffer y se cubrio con el fijador con una solucion de glutaraldehido 2,5% en
buffer fosfato 0,1M 4 h pH 7,4; a 4 °C. Se resuspendié el pellet y se fijé6 durante 4 h a 4
°C, sobre hielo o en heladera.

Se realizé una primera fijaciéon con una solucién de glutaraldehido 2,5% en buffer
fosfato 0.1M 4 h pH 7,4; a 4 °C. Se realizan dos lavados con buffer fosfato 0,1M de 15
minutos cada uno. (Pudiendo ser el 22 realizado durante toda la noche)

Se centrifug, se retir6 el fijador y se agregé el buffer de lavado que se dejo 15 minutos
a 4 °C. Se repitio el procedimiento, manteniéndose en la heladera hasta entregar en el
servicio de microscopia electroénica.

Una vez entregado al servicio se realiza una segunda fijacion, con tetréxido de Osmio al
1% en el mismo buffer durante 60 minutos a 4 °C.

Luego se realizan dos lavados de 15 minutos con agua bidestilada.

Se procede a la deshidratacién del material en alcoholes ascendentes (502, 702, 962,
1002) dos cambios de cada uno durante 15 minutos. Finalizando el proceso de
deshidratacion con dos cambios de acetona durante 10 minutos.

Se realiza la inclusidn en resina epoxy “Durcupan” la cual polimeriza a 602C durante 72
horas. Una vez polimerizada la resina se realizan cortes semifinos de 0,50 um de
espesor por medio de un Ultramicrotomo (Reichert Jung Ultracut E) con navaja de
vidrio, los cortes se montan en portaobjetos y se tifien con Azul de Toluidina para su
observacion al microscopio 6ptico.

Para observar las muestras al microscopio electronico de transmisidn se realizan cortes
ultrafinos 70-90 nm de espesor en el mismo Ultramicrétomo utilizado anteriormente.
Finalmente, los cortes se montan en grillas de cobre, se contrastan con acetato de
uranilo y citrato de plomo, (método de Reynolds).

Se observd al microscopio TEM Zeiss 109, y se tomaron fotografias digitales con cAmara

Gatan W10000.
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Cuantificacion de Exopolisacaridos totales

La cantidad de hidratos de carbono se puede estimar por el método de Antrona. Si bien
este método detecta azdcares totales, es un método indirecto que permite cuantificar la
cantidad de exopolisacaridos totales presentes en los distintos cultivos como
equivalentes de glucosa (Quelas et al., 2006).

Se prepar6 una soluciéon de H2S04 al 75% entre 4 y 24h antes del ensayo para realizar
la hidrdlisis de los exopolisacaridos, se mantuvo en frio hasta su utilizacion. El dia del
ensayo se procedio a preparar la solucion de Antrona pesando 0,5 g que fue disuelto en
5 ml etanol absoluto mezclando cuidadosamente con ayuda de agitador magnético, para
luego llevar a un volumen 10 ml con etanol. Ambas soluciones se mantienen en frio.

Se empled glucosa para realizar la curva estandar correspondiente. Para lo cual se
pesaron 0,05 g de glucosa, se disolvi6 con agua bidestilada y se llev6 a un volumen final
de 500 ml, resultando en una concentracién final de 100 mg de glucosa/ml. Se
prepararon las diluciones seriadas en tubos de vidrio con fondo redondo siguiendo las

cantidades detalladas en la Tabla 6.

Tabla 6. Dilucién desde Solucion Madre de Glucosa 100 mg/1 para la curva de estandar.

Volumen de Agua  Volumen de Solucion | Concentracion final
bidestilada (ml) Madre de Glucosa (ml) por tubo ( mg/1)

10 0 0

8 2 20
6 4 40
4 6 60
2 8 80
0 10 100

Se tom6 1 ml de sobrenadante de cultivos liquidos aerébicos provenientes de medio LB
y LBO. Se centrifugé durante 40 minutos a 9.500 rpm a 4 2C. El sobrenadante de esta
centrifugacion se transfirié a un tubo vidrio y se afiadieron 3 volimenes de etanol

absoluto dejandose reposar durante toda a la noche a -20 2C. El siguiente paso consistio
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en una centrifugacién durante 40 min a 4 °C. El sobrenadante resultante se descarto, el
pellet se resuspendié en una solucién salina de NaCl (0,5M). A partir de estas se
tomaron 500 pl de muestra, se afiadi6 la soluciéon de Antrona y H2S04, se llevaron al
bafio junto con las soluciones de glucosa previamente explicadas a una temperatura de
1002C durante 15 minutos, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se midi6 la
absorbancia a 578 nm protegiendo siempre a la preparacion de la luz
(https://web.itu.edu.tr/~dulekgurgen/Carbs.pdf). Esta metodologia se realizé tanto
para P. extremaustralis como para sus mutantes derivadas, por triplicado para realizar

los andlisis estadisticos correspondientes.

Rastreo y analisis de genes asociados a la sintesis de PHA en distintas especies de

Pseudomonas

Las busquedas de genes se realizaron a través de diferentes plataformas
bioinformaticas. Para el estudio de las polimerasas phbC, phaCl y phaC2 de P.
extremaustralis, se realiz6 la busqueda en el servidor RAST (http://rast.nmpdr.org/.)
donde se encuentra depositado el genoma de la bacteria bajo estudio.

Para la busqueda de genes PHA y su entorno en Pseudomonas se utilizaron la base de
datos Pseudomonas.com (http://pseudomonas.com/), NCBI (National Center for
Biotechnology Information) y las herramientas asociadas a estas, como BLAST para

comparacién de secuencias.

Protedmica de P. extremaustralis

Se realiz6 la extracciéon de proteinas totales para el estudio del metabolismo de P.
extremaustralis en diferentes medios cultivos (LB, LBO, NEO) en distintas fases de
crecimiento y aireacion. En todos los casos los cultivos se realizaron por triplicado con

la adicion de octanoato de sodio que favorece la produccion de los PHA (C4-C6-C8).
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Se analizaron muestras de cultivos NEO en diferentes fases de crecimiento aerdbico:
fase exponencial (6-8 h de cultivo) con una D.0.600nm=0,5-0,6, y fase estacionaria (24 h)
D.0.600nm= 6,8, asi como el estudio de la cepa nativa en LBO 24 h con una D.O.= 11.

Las condiciones de microaerobiosis se realizaron con cultivos NEO de 24 h, con una
relacion 1:2 volumen del cultivo/recipiente y agitacion suave (50 rpm), suplementados
con KNOs3 0,08% como se empled en trabajos anteriores con P. extremaustralis (Tribelli
etal, 2010).

Se obtuvieron los pellets celulares por centrifugacion, se lavaron 2 veces con buffer PBS-
PMSF 1mM (inhibidor de proteasa). Posteriormente, se sonicaron en el equipo
Ultrasonic Homogenizer 4710 (Chicago Illinois 60648, USA) con pulsos de 20 seg al 50
% en 12 rondas con las muestras en hielo, se tomaron alicuotas de cada muestra y se
determino la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford (Bradford,

1976) empleando albiimina de suero bovino como estandar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE)

Se realizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) para cada
condicion de cultivo. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente en una unidad
de electroforesis vertical (10 x 10 cm x 1 mm) de acuerdo al protocolo de Laemmli
(Laemmli, 1970), utilizando un gel de corrida al 12% y un gel concentrador al 5% (ver
anexo para composicién). Para la siembra las muestras fueron calentadas 5 minutos a
1002C con el cracking buffer, y fueron sembradas en el gel colocando igual cantidad de
proteinas en cada pocillo (well) y corridas a 25 mA.

La electroforesis finalizé cuando las muestras alcanzaron 1 cm respecto del punto de
siembra para concentrar las proteinas presentes. Los geles se lavaron 3 veces con agua
MiliQ filtrada durante 5 min, se cortaron los taquitos de gel con sumo cuidado y los
mismos se guardaron en tubos Eppendorf con 5 pl de agua MiliQ. Para cada condicion

se utilizaron 3 réplicas de cultivos independientes, que fueron enviadas al Centro de
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Estudios Quimicos y Biol6gicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM- Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires) para su analisis.

En el CEQUIBIEM, las muestras se redujeron, se alquilaron y se sometieron a digestion
en gel con tripsina. Se analizaron utilizando nanoLC-MS / MS (nanoHPLC EASY-nLC
1000 acoplado a un moédulo de espectrometria de masa, Q Exactive Hybrid Quadrupole-
Orbitrap Mass, (ThermoScientific).

Los datos de las diferentes condiciones se analizaron con herramientas bioinformaticas
como MaxQuant (Tyanova et al., 2016a) y el software Perseus Version 1.5.5.3. (Tyanova
et al, 2016b) que permite las comparaciones entre dos condiciones, su analisis
estadistico y la visualizacion grafica a través de la construccion de Volcano plots. Esta
representacion permite identificar las proteinas diferencialmente expresadas entre
condiciones. Se utiliz6 el siguiente criterio para seleccionar las proteinas
diferencialmente expresadas: veces de cambio (fold change) 22 (en escala logaritmica -
1= logz(veces de cambio) 21) en el eje de abscisas y por la prueba t de Student con p<
0,05 (mayores a 1,3 en escala logaritmica) en el eje de ordenadas. La expresion de las
proteinas que cumplieron con estos criterios fue considerada estadisticamente
diferente entre condiciones. Asimismo, se tomd en consideracién aquellas proteinas
que se detectaron sélo en una condicidn (presente en todas las réplicas bioldgicas) y no
en la otra. Para estas proteinas se tomé como criterio de corte que en la condicién donde
esta presente la proteina, el namero de péptidos identificados sea al menos de 5 (Valor
de PSM-peptide-spectrum match) en las tres réplicas, y en la otra condiciéon 0 PSM.
Estas proteinas son a veces denominadas proteinas "todo o nada", en este trabajo se
denominaron proteinas ON / OFF (Nilsson et al,, 2019).

La clasificacion de las proteinas diferencialmente expresadas en categorias funcionales
se realizé utilizando el programa PANTHER (Protein Analysis THrough Evolutionary
Relationships, http://www.pantherdb.org/), (Mi et al., 2017) y también de manera
manual en base a informacién obtenida de las bases de datos NCBI y Pseudomonas.com.
También se utilizaron bases de datos de proteinas como UniProt
(https://www.uniprot.org/) y UNIPARQ, entre otras. El estudio de rutas metabdlicas

de las que forman parte las proteinas presentes en las condiciones analizadas se realiz6
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empleando principalmente KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;
https://www.genome.jp/kegg/) y BioCyC (Karp et al, 2019) en este ultimo se ha
incorporado recientemente el genoma completo de P. extremaustralis DSM17835T (la

especie tipo) como genoma representativo.

Anexo electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Solucién de acrilamida 30% (para 500 ml)

W2X0l 9 ) =1 0L [ C- RO 146 g

N, N'-Metilen-bisacrilamida ... 4g

. Buffer gel separador (4X, para 500 ml)

TriS DaSe ..o 90.83 g

Se lleva a pH 8,8 con HCI

. Buffer gel concentrador (4X, para 500 ml)

TriS DASE .. 30.23¢g

Se lleva a pH 6,8 con HCI

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

Buffer gel separador 4X ... 6.25 ml
Solucidon de acrilamida: bis acrilamida .....coeveeeeerrerene. 8.35 ml
Persulfato de amonio 10%.....cnnenrenssiessssssse e 0.130 ml
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. Gel concentrador (5%) (para 10 ml)

Buffer gel concentrador 4X ........eereeneeseessseens 2.5ml

. Solucién de acrilamida: bis acrilamida ........ccccoeeerreenneee - 1.7 ml
Persulfato de amonio 10%0 ....cueeermerneesssesssesssensseenns 0.04 ml
TEMED .ootesctnsesssssesssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssns 0.02 ml
Agua deioniZada ......oeeereerreerreerees s seeseseesenns - 5.8 ml

. Buffer de corrida (por litro)

1 0 3 TP 3g
(633002 T LS PPOTPPN 144 ¢
SDIS et R lg

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

Tris 0.25M, PH 6.8 ...t essesseseens 5 ml
SDS e ———————— 0.6g
SACAT0SA v ————————— 4g
Azul de bromo fenol..........ccvveiinie i 0.004 g
2-Mercaptoetanol ... 2ml

Tincién de geles con Coomasie blue R-250.
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CAPITULO 1

Estudio de la produccion de PHA en P. extremaustralis en distintas
condiciones de cultivo y analisis del efecto del polimero sobre la
resistencia a distintos factores de estrés.

OBJETIVOS PLANTEADOS

En este capitulo se trabajé con el objetivo 1 de la tesis doctoral:

1. Analizar la produccion de PHA en P. extremaustralis en distintas
condiciones de cultivo con diferencias en la relacion C/N. Evaluar la relevancia
de los distintos tipos de PHA en la supervivencia frente factores de estrés.

Se analizé el contenido de PHA en distintas condiciones de cultivo, y su composicién
monomérica. Ademas, se realizaron estudios que involucraron el analisis del
crecimiento y de la produccidon de biopolimeros en diferentes cepas incluyendo
mutantes deficientes en la produccion de PHA. Con esas mutantes, se realizaron
algunos estudios de tolerancia a estrés y finalmente se analiz6 la influencia del pH
en la produccién de PHA y el efecto del PHA en la tolerancia a acidez o alcalinidad.

Los resultados que se describen a continuacién proporcionan un panorama de la
influencia de PHAcc y PHAcm en algunos aspectos de la fisiologia de P.
extremaustralis.
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RESULTADOS

Medicion del contenido de polihidroxialcanoatos por cromatografia gaseosa

en P. extremaustralis

Para los estudios del metabolismo de los PHA, la identificacion de los monémeros
que componen el polimero y su cuantificacion resultan fundamentales. En el caso de
P. extremaustralis 1a medicién es mas compleja en comparacion con otras bacterias
dado que sintetiza ambos tipos de PHA (PHAcm y PHAcc). Durante la primera etapa
de esta tesis se realiz6 la puesta a punto de la metodologia y el protocolo para la
cuantificacion de los distintos PHA por cromatografia gaseosa, en un nuevo equipo
en el Dpto. de Quimica Bioldgica (FCEN-UBA). Anteriormente, estas mediciones en
el laboratorio se realizaban a través de un servicio, lo que implicaba seleccionar

adecuadamente la muestra a medir.

Las determinaciones del contenido del polimero se realizaron en medios de cultivo

con diferente relaciéon C/N cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Relacién carbono/ nitrégeno de los medios de cultivo utilizados lograda mediante la
modificacion del contenido de octanoato de sodio y extracto de levadura.

LB LBO NEO NEOs/lev
Carbono/Nitrégeno 3,7 4,5 8 12

La mayor produccion de PHAcc se observé en medio LBO (36,72 %) con respecto a
los medios NEO y NEOs/lev (Fig. 1, P<0,05). Al analizar estadisticamente los

resultados se observo que en los medios de acumulaciéon con mayor relacion de C/N
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hay un aumento significativo en la producciéon de PHB (P>0,05), aunque la cantidad

de polimero producido es inferior que en el medio LBO.

40 -

35 -

30 -

25 ~

uC4
mC6 +C8

20 -

15

PHA % peso seco celular

LB LBO NEO NEOs/lev

Fig. 1. Produccion PHA en P. extremaustralis en condiciones aerdbicas en medios de cultivo con
relacion C/N creciente (de izquierda a derecha). Barras azules contenido de PHAcc (PHB) y barras
rojas: PHAcm (C6 +C8). Los valores representan medias + SD de tres cultivos independientes.
Distintos simbolos (+; *) significan diferencias significativas (PHAcc: a, b, c; PHAcm: d, e).

Con respecto a la produccion de PHAcm, esta bacteria es capaz de producir PHA
conteniendo mondémeros de C6 y C8, siendo este ultimo el mayoritario (para LBO
C6=10,95%; C8=1,65%). Se observé que la producciéon de PHAcm vario entre 2,60%
(LBO) y 3,76% (NEOs/lev), es decir que en este caso se incrementd a medida que
aumentd la relacion C/N (Fig. 1). Por otro lado, se observaron diferencias
significativas al analizar LBO con respecto a los medios con alta relaciéon de C/N
(P<0,05) pero no al analizar los medios con alta relaciéon C/N entre si (P> 0.05) (Fig.

1).

Los resultados obtenidos muestran que la producciéon de ambos tipos de polimeros
en P. extremaustralis se ve afectada por la relacion C/N del medio de cultivo. En el
caso del PHB la presencia de un medio de cultivo rico en nutrientes favorece mas la
produccion, mientras que para PHAcm la produccion se increment6 en los medios

mas desbalanceados.
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Produccion de PHA en las distintas mutantes

También se analizd la produccién de PHA en mutantes de P. extremaustralis. Se
utilizaron mutantes construidas previamente en el laboratorio por la técnica de
delecion por PCR (Ayub et al, 2009, Catone, 2013). Una de las mutantes,
denominada PHB-, no produce PHB, ya que presenta interrumpido el gen de la
polimerasa (phbC) con un casete de resistencia kanamicina (Km) conservando
Unicamente la capacidad de sintesis de PHAcm. La otra mutante PHA- (Catone,
2013), es incapaz de producir PHAcm, ya que posee una delecién de una regién que
incluye las sintasas de clase Il y la depolimerasa (phaC1Z(C2) y la insercién de un
casete de resistencia a gentamicina (Gm). La mutante PHA- sélo es capaz de producir

PHAcc (PHB).

40 *

35

30

25 o
20

15
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= C4

PHA % peso seco celular

LB LBO NEO NEOs/lev

Fig. 2. Produccién de PHB en la cepa mutante PHA- en condiciones aerébicas en medios de cultivo
con distintas relaciones de C/N creciente (de izquierda a derecha). Los valores representan medias
+ SD de tres cultivos independientes. Diferentes cantidades de simbolos (*) indican diferencias
significativas.

En el analisis realizado para la mutante PHA- se observan diferencias significativas

(P<0,05) en las mediciones de los metil-ésteres correspondientes al C4 entre el
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medio rico LBO y los medios de acumulaciéon (NEO) con o sin extracto de levadura

(Fig. 2). La produccion de PHB mostré un patron similar al de la cepa salvaje.

Para el caso de la mutante PHB-, los analisis estadisticos mostraron que la
produccion de C6 +C8 aument6 al aumentar la relacion C/N (Fig.3), tal como habia
sido observado en la cepa salvaje, mostrando diferencias significativas (P<0,05). Es
interesante destacar que en este caso se observo un incremento en el contenido de
PHAcm con respecto a la cepa salvaje, como consecuencia de la mutacion de los

genes de produccion de PHAcc.
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Fig.3. Produccién de PHAcm en la mutante PHB-en condiciones aerdbicas en medios de cultivo con
distintas relaciones de C/N creciente (de izquierda a derecha). Los valores representan medias * SD
de tres cultivos independientes. Diferentes cantidades de simbolos (*) indican diferencias
significativas.

Se observo que los medios NEO y NEOs/I resultaron adecuados para la produccién
de los PHAcm. En la Fig. 4 se muestra la produccion de las 3 cepas en medio de

cultivo NEOs/lev con la mayor relacién C/N analizada.
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Fig. 4. Porcentaje de PHA en condiciones aerdbicas de las cepas P. extremaustralis y las mutantes en
NEO sin extracto de levadura. Los valores representan medias + SD de tres cultivos independientes.
Diferentes cantidades de simbolos (*) indican diferencias significativas.

La comparacion de los valores de produccion de PHA entre la cepa salvaje y las
mutantes muestra un incremento significativo tanto en la producciéon de PHB como
en la produccién de PHAcm en las mutantes que tienen interrumpida una de las vias
en comparacion con la cepa salvaje (P<0.05, Fig. 4), lo que sugiere que, al disminuir
los requerimientos de C de una de las vias, el C disponible puede redirigirse hacia la

produccion del otro tipo de polimero.

Andlisis de la composicion monomérica por cromatografia gaseosa acoplada

a espectrometria de masa

La verificacion de la composicion monomérica se realizé por espectrometria de
masas utilizando el servicio del Dpto. de Quimica Organica (FCEN-UBA). Se llevaron

a cabo el andlisis cromatografico y la identificacion de métil-ésteres de 3-
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hidroxibutirato (3HC4), 3-hidroxihexanoato (3HC6) y 3-hidroxioctanoato (3HC8)
por cromatografia gaseosa acoplada con espectrometria de masa en las diferentes

cepas.

En la Fig.5 se observa el perfil cromatografico del polimero producido por P.
extremaustralis en medio de acumulaciéon (NEO) en condiciones aerobicas y los

tiempos de retencion correspondientes a los diferentes mon6émeros.
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Fig. 5. A-Espectro cromatografico de P. extremaustralis en medio NEO desbalanceado en C/N,
mostrando tiempos de retencién para los diferentes compuestos. tr= 7,3 min para el 3HC4, tr=10,8
para el 3HC6 y un tr= 16,3 para el 3HC8. B- Amplificacidn del espectro de masa para el compuesto
3HC4.

En las condiciones cromatograficas utilizadas, ademas de los métil ésteres de los tres
analitos de interés (3HC4, 3HC6 y 3HC8) fue posible identificar otros compuestos. Entre
ellos, crotonato trans-2-butenoico (C4He602) de metilo y el 3HC4 metiléter los que son
derivados de la presencia de 3HC4 en la muestra original (Tabla 2). El crotonato de
metilo se obtiene por deshidratacion del hidroxilo en C3, mientras que el éter
mencionado es el producto de metilaciéon del hidroxilo libre, por lo que para una

cuantificacion adecuada se deben tener en cuenta a la hora de los calculos.
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Otro producto interesante identificado fue el levulinato de metilo que fue registrado en

las tres cepas analizadas con un tiempo de retencion de 9,6 min.

Ademas, se observan algunos compuestos que tienen que ver con el proceso de

metandlisis, de los que se obtienen picos definidos que pudieron ser identificados sin

inconvenientes, como por ejemplo el sulfato de metilo y el estandar interno benzoato

de metilo (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis por GC-Masa de cultivos de P. extremaustralis y sus mutantes. Se muestran tiempos
de retencion (tR) y compuestos identificados. Todas las muestras se prepararon usando acido

benzoico como estandar interno y fueron sometidas a metanolisis.

Compuesto tR 1 2 3 4 5 PHA- 6
(min) Acido PHA PHB Wt PHB-

benzoico 1std. 2std

(std. int.) (5mg) (5mg)
2-Metil-2- 3,4 - + + = + +
metoxibutano

51 - - + - R

Crotonato de
metilo
3HC4 7,26 - - + + + Trazas
Sulfato de metilo 7,3 - + - + + +
3HC4 metiléter 7,8 - - + + + -
Levulinato de 9,6 - - - + + +
metilo
3HC6 10,8 - + = + - +
Benzoato de 11,7 + + + + + +
metilo
3HC8 16,3 - + = + - +

Abreviaturas: std. int. Estdndar interno; !std: estandar PHA purificado obtenido de P. putida KT2440;

2PHB: estandar comercial de 3HC4 (Sigma)
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Estudios fisiologicos y de resistencia a estrés en P. extremaustralis

Una aproximacion de utilidad para analizar la influencia del PHA en la fisiologia
bacteriana y la resistencia a estrés consiste en el analisis de mutantes. En esta parte
del trabajo se describen los resultados de diferentes estudios realizados con P.
extremaustralis y sus mutantes deficientes en la produccion de PHA. Para contar con
todas las combinaciones posibles se construyé una doble mutante incapaz de
producir ambos tipos de PHA que se describe a continuaciéon. También fue necesaria
la construcciéon de una cepa que complemente la mutaciéon de la polimerasa de

cadena corta (phb().

Construccion de una doble mutante incapaz de producir PHA en P.

extremaustralis

La cepa doble mutante, incapaz de producir ambos tipos de PHAcc y PHAcm, se
construyé para este trabajo, partiendo de la mutante PHA- e introduciendo el
plasmido pPHU281 conteniendo el gen phbC de P. extremaustralis interrumpido por
el gen de resistencia a Km. Los clones candidatos fueron obtenidos mediante
seleccion en medio (NEO) conteniendo los antibidticos Km y Gm y fueron verificados
y caracterizados utilizando diferentes técnicas. En principio se realiz6 la tincion con
Azul de Nilo y la observacion al microscopio dptico para comprobar la ausencia de
PHA en cultivos realizados en condiciones de acumulacion. Se observaron varios
clones que no presentaban granulos. Se realiz6 la verificacion por PCR de esos clones
usando primers capaces de amplificar el gen phbC mutado conteniendo ademas la
interrupcion con el casete de Km. Los productos de PCR obtenidos se observan en
(Fig. 6), junto con los controles de la cepa salvaje P. extremaustralis con el gen salvaje
(phbC) y la mutante simple PHB-. Se obtuvieron dos tamafios de fragmentos, uno de
2.100pb, que corresponden al gen phbC completo de la cepa salvaje y otro de
2.736pb para la doble mutante.
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Fig. 6. Fragmentos de PCR correspondientes a la amplicacion del gen phbC de P. extremaustralis
(2100pb) y la construcciéon de phbC-Km (2736pb) presente tanto en la mutante doble y simple.

Marcador de peso molecular (Marker).

También se realiz6 un anadlisis de restriccion. Se analiz6 la secuencia de la
construccion en el servidor NEB cutter en busca de enzimas de restriccion para los

fragmentos de phbC y phbC::Km. El analisis de restriccion se realizé con los

fragmentos de PCR (Fig. 7).

P. extremaustralis

. »
-~
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Fragmentos derestriccion de Fragmentos derestricciobn de gen
pth_Km deCIoneSdecepas
PHAB- phbC-Km de mutante PHB-

1 |

100

Fragmentoderestriccion degen phbC
de P. extremaustralis

Marker 1 Kb

Fig. 7. Fragmentos de PCR obtenidos durante el analisis de restricciéon. Primeros tres carriles de
izquierda a derecha corresponden a fragmentos de PCR de phbC::Km provenientes de PHAB-, dos
carriles siguientes a fragmentos de la mutante PHB- (control), el ultimo carril al gen de phbC
proveniente de la cepa salvaje (control).

El gen nativo de la polimerasa (phbC) present6 dos bandas caracteristicas de
1.547pb y de 574pb, mientras que para el gen interrumpido phbC::Km tanto en la
mutante simple como en la doble fue posible visualizar dos bandas caracteristicas

de 1.418pb y 1.317pb (Fig. 7).

Continuando la caracterizaciéon de la doble mutante se verifico la ausencia del
polimero por cromatografia gaseosa usando como control positivo la cepa salvaje
de P. extremaustralis. En concordancia con lo esperado en base a los otros analisis
no se observd producciéon de PHA en los clones analizados por cromatografia

gaseosa (Fig. 8).
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Fig. 8. Perfil cromatografico. A-P. extremaustralis productora de PHA (C4- C6-C8). B-Doble mutante
cepa PHAB- incapaz de sintetizar PHA, en medio NEO a 200 rpm, 282C.

Los tiempos de retencidn (tR) caracteristicos de los metil-ésteres de los distintos
monoémeros son 3,941min para C4, un tR= 7,684 min para C6 y un tR= 10,168 min
en el caso de C8 fueron observados en la cepa salvaje. El perfil cromatografico de la
cepa doble mutante no mostro la presencia de picos caracteristicos de los diferentes

monomeros (Fig. 8 Ay B).

Otra metodologia para verificar la cepa doble mutante fue la secuenciacién de un
fragmento de PCR de uno de los clones seleccionados en base a los resultados
anteriores. Se emplearon primers externos capaces de amplificar parte de la
secuencia de la construccion phbC::Km. Para ello se utilizaron dos juegos de primers,
uno de ellos capaz de amplificar la secuencia de Km, previamente disefiado en el
laboratorio, y el otro juego disefiado para esta tesis, descriptos en materiales y

métodos.
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CGGAATTCCCCAGACCCGATTACCCAAGGATTTTTGCCCATTCCTTTAGGGAAACTGCCCT
CCGGGGGAGTTTTTTTCCCTTCCATTAACAGAAAACGCTTTTTTCCAAAAATTTGGGTATT
GGATAATCCCTGAATAGGAATAAATTGCCAGTTTTCATTTGGATGCTCGAATGAGTTTTTT
TTAATCCGAAATTGGGTTAAATTGGGTTGTAAACACTGGGCAGAGCCTTTACGGTGAACT
TGACGGGAACGGGGGCTTTTGTTGAAAAAAATCGAAATTTTTGGTGAGTTGAAGGGTT
CAGATTAAGGATTTTTCCGGAAAAGCAGACCGTTTCGTGGCAAAGCAAAAGTTTAAAAT
TACCAAATGGTTCACCTTAAAAAAAGGTTTTATTAACCGTGAATTCCTCACTTTTTGGGTG
GATGATGGGGGGATTTAGGCCTGGTTTGAGTTAGCAAACCCTTTTTTCAGGGGGGGACC
TTAGGGCCCCCCCCCCCCTGCAGGTCGACGGATTCCTTTTTGGCACACCTTCTCCCTGCTG
CGGCCCAACGAGCTGTGGTGGAACTACAACGTCGACAAGTACCTCAAGGGACAGAAAC
CACGCGCCCTAGATCTGCTGTTCTGGAACAACGACAGTACCAACCTACCTGGCCCCATGTA
CTGCTGGTATTTGCGCCACACCTACCTGCAGAACGACCTCAAGTCGGGCGAGCTGGAGCT
GTGCGGGGTCAAGCTGGATCTGCGCTCCATAGAGGCGCCAGCCTACCTCCTCGGAACCCA
CGATGACCACATAGTCCCATGGCGCAGTGCCTATGCCAGCACGGCTCTTCTTGGGGGATC
GAAACGCTTCGTCCTCGGATCTTCTGGCCACATCGCCGGAGTGATTAACCCACCAGCAAG
CAACAAACGCCATTACTGGGTAAACGAGCACATCACGCCGATTGCTGACGACGGGCTAC
AAAGCGCTCAACAACACGCAGGTAGTTGGTGGGTCGATTGGTTCGCCGGGCTGGCCGG
GCATGCCGGCGAGCTCCGGCCCGCCATCACGCGGATGGGCAATGCCGAATACCCTCCCCT
AGAACAAGCGCCTGGGCGCTACGGAGCATGCCGCCCT

Fig. 9. A. Esquema de la region phbC::Km. B. Fragmento secuenciado de la construccién de phbC::Km
perteneciente a la doble mutante PHAB-, incapaz de sintetizar PHAs correspondiente a la
combinacion de primers que se muestran en color verde. La secuencia en color naranja corresponde

al gen que codifica la resistencia a Km y en color violeta parte del gen phbC.

En base al andlisis realizado con el programa BLAST se puede observar la secuencia

del fragmento que muestra identidad con el casete de Km y con el gen phbC (Fig. 9).

En base a los andlisis realizados por distintos métodos, se seleccioné un clon con el
que se continud trabajando, denominado mutante PHAB- de P. extremaustralis. Estas
verificaciones fueron necesarias dado que por tratarse de una cepa obtenida de un

ambiente natural resulta mas dificil de manipular genéticamente en comparacion

con otras cepas de Pseudomonas tradicionalmente usadas en los laboratorios.
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Complementacion de la deficiencia en la produccion de PHB en la cepa

mutante PHB-

Se realiz6 la complementaciéon de la cepa mutante PHB-, utilizando algunas
construcciones iniciadas en el laboratorio (Catone, resultados no publicados) que
contenian el gen phbC clonado en el plasmido pBBR1IMCS-3 (Fig. 10A). Este
plasmido fue introducido en la mutante PHB-, como se describi6 en materiales y
métodos. La presencia del plasmido con el gen phbC de P. extremaustralis,
denominado pMCS3Cbsec, se verifico mediante la extraccién del mismo y analisis
por electroforesis. El tamafio del plasmido obtenido fue de 6935pb, correspondiente

al plasmido mas la secuencia del gen phbC nativo.

Plasmidos pBBR1 MCS-3 phbC-
Tet®, sin restriccion

pBBR1MCS-3_START
vector

P hbC (p. extremaustralis)

. Fragmento degen phbCdeP.
extremaustralis, restriccion XhOl
lacZ alpha - -g
Marker 1 Kb

Fig. 10. A- Mapa del vector de clonado pBBR1 MCS-3, donde se insertd gen nativo de phbCde P.
extremaustralis. B-Ensayo de restriccion, en el primer carril (de izquierda a derecha) marcador de
peso molecular, producto de restriccion con Xhol del plasmido pBBR1 MCS-3 phbC-Tet y plasmido
entero.

Ademas, se realiz6 un analisis de restriccion enzimatica con Xhol capaz de liberar el
fragmento conteniendo el gen phbC. (Fig. 10B). El plasmido con la construccion fue

enviado para su secuenciacion al servicio de Macrogen y la secuencia se analiz6
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utilizando el programa BLAST. La secuencia obtenida mostr6 una similitud de 99,9
% con la sintasa de phbC (Accession: AM262984.2) de P. extremaustralis 14-3by del
100% con la cepa tipo DSM17835 de esta bacteria.

Curvas de crecimiento de P. extremaustralis y sus mutantes en cultivos con

distinta relacion C/N

Antes de realizar los ensayos de estrés se analizé el crecimiento de las distintas
mutantes en distintos medios de cultivo (LB, LBO, NEO y NEOs/lev) en comparacién

con la cepa salvaje.

-
w

—P.extremaustralis LB
+PHA-LB

= PHB- LB

--PHAB- LB

[
-

=]

PHA-LBO
--PHB-LBO
—PHAB- LBO
-4~ P.extremaustralis LB
| PHA-LB
15 20 25 + PHB-LB

Densidad 6ptica 600 mm

Tiempo

P.extremaustralis LBO

Fig.11 Crecimiento de P. extremaustralis y sus mutantes PHA-, PHB- y PHAB-. En medio LB y LBO a
282Cy 200 rpm durante 24h. Los valores representan media +SD de 3 cultivos independientes.

Si bien las curvas obtenidas tanto para los medios LB y LBO presentaron diferencias
en el desarrollo luego de las 24 h, no se observaron diferencias entre las cepas
dentro de un mismo medio. En medio LBO el desarrollo de las mismas llegé a valores
aproximados de 12,3-12,6 luego de 24h de cultivo, mientras que en medio LB el
valor promedio de crecimiento al que llegaron las cepas estuvo alrededor de 6,7-6,4

(Fig. 11).
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Este mismo analisis se realiz6 para los medios con alta relaciéon C/N. En la Fig. 12 se
representan las curvas de crecimiento en medio de acumulacién NEO y NEO sin

extracto de levadura (NEO s/lev).

12 -
g 10-
E "
S g -+ P.extremaustralis NEQ
¢ PHA-NEO
g ) - PHB- NEO
& -%PHAB- NEO
E ~P. extremaustralis NEO s/
@ ~+PHA-NEO /1
8 -+ PHB-NEO s/1
—PHAB-NEO s/1

Tiempo

Fig. 12. Crecimiento de P. extremaustralis y sus mutantes PHA-, PHB- y PHAB-. En medio NEO y en
NEOs/l a 282Cy 200 rpm. Los valores representan media +SD de 3 cultivos independientes.

Las distintas cepas mostraron valores de crecimiento menores en comparacién con
los medios con baja relaciéon C/N (LB - LBO). La doble mutante PHAB- mostré un
retardo en el crecimiento en las primeras horas de cultivo con respecto a las otras
cepas, sin embargo, alcanz6 la misma DO al tiempo final (24h). La mutante PHA-
también mostr6 un retardo menos marcado, llegando también a valores similares al

tiempo final (Fig. 12).

El andlisis de crecimiento en distintos medios de cultivos mostré que todas las cepas
presentaron muy buen desarrollo en medio LBO, por lo que este se seleccion6 para

los analisis de resistencia a estrés que se muestran posteriormente en este capitulo.

También a partir de estos ensayos de crecimiento fue posible detectar que en medio

LBO se observé que la cepa mutante PHAB- desarroll6 un crecimiento en forma de
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anillo (biopelicula o biofilm) alrededor del Erlenmeyer que fue muy marcado en

comparacion con la cepa salvaje (Fig. 13).

Fig.13. Cultivos aerdbicos de P. extremaustralis y su mutante PHAB- en medio LBO a 200 rpm y 28°C.

Este resultado, sugiere que parte del carbono que no se utiliza para la sintesis de
PHA podria ser derivado a la produccion de otros compuestos carbonados como los

exopolisacaridos (EPS). Por lo cual se realizaron ensayos de cuantificaciéon de EPS.

Cuantificacion de la produccion de exopolisacaridos (EPS)

Se realiz6 la determinacién del contenido de EPS totales, utilizando el reactivo de
Antrona, en cultivos de las diferentes cepas en medio LBO. Si bien este método
detecta azucares totales, los EPS se calcularon como equivalentes de glucosa (Quelas

etal., 2006).
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Fig.14. Medicién de EPS en cultivos aerdbicos de P. extremaustralis y sus mutantes en cultivos
aer6bicos en medio LBO a 28°C. Diferentes cantidades de simbolos (*) indican diferencias
significativas.

Las mediciones se analizaron estadisticamente utilizando la prueba de test de
Student. La cepa doble mutante mostr6 valores significativamente mayores de
produccion de EPS en comparacion con el resto de las cepas analizadas (P<0.05, Fig.
14). La mayor produccion de EPS en esta cepa explicaria la mayor formacion de
biofilms y adherencia verificada por el anillo observado en el Erlenmeyer, lo que
constituye una primera evidencia de que el exceso de carbono podria ser
direccionado hacia distintos polimeros: PHA en la cepa salvaje y EPS en la doble
mutante. La incapacidad de sintetizar PHA incrementa la sintesis de EPS en la doble

mutante.

Comparacion del tamafio celular en condiciones de acumulacién y no

acumulacion

Las dimensiones de las células de P. extremaustralis cultivada en LB y LBO se
determinaron a partir de imagenes obtenidas por microscopia 6ptica y analizadas

con el programa Image] (Tabla 3).
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El analisis revelé que en LBO, las dimensiones de P. extremaustralis fueron en
promedio 1,85 * 0,087 um de largo y 0,83 * 0,083 pm ancho; mientras en
condiciones de no acumulaciéon (LB) las células mostraron una ligera pero
significativa disminucion siendo 1,73 + 0,084 pm de largo y 0,66 * 0,075 um de
ancho (Student’s t test, P <0,05). Las mutantes PHB- y PHA- mostraron valores
intermedios, algo inferiores al de la cepa salvaje (Tabla 3) en LBO, mientras que la
doble mutante PHAB- fue la que presento menor valor siendo similar al de la cepa
salvaje en LB (sin acumulacion). La complementacion de la mutante PHB- restituy6

el tamafio observado en la cepa salvaje.

Tabla 3. Longitud y ancho (um) de P. extremaustralis y sus mutantes (n=30).

Medicion en LBO con granulos
Cepas Longitud (pm) Ancho (pm)
P. extremaustralis 1,8493 + 0,08 0,8298 + 0,08
PHA- 1,7974 + 0,09 0,7810 +0,09
PHB- 1,7619 + 0,07 0,6620 + 0,07
PHAB- 1,7064 + 0,06 0,6456 + 0,07
PHB-Comp 1,8381 + 0,09 0,8006 * 0,09
Mediciones en LB sin granulos
Longitud (pum) Ancho (um)
P. extremaustralis 1,7280 = 0,08 0,6573 +0,07

También se realizaron andlisis de las células y observacién de los granulos del
polimero por microscopia electronica de transmision (TEM). Se realizaron cortes de

entre 70-90 nm de espesor que se observaron al microscopio.
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Fig.15.Imagenes obtenidas con microscopio electrénico de transmisién. A-P. extremaustralis B-
Doble mutante PHAB- incapaz de producir polimero. Contraste con acetato de uranilo y citrato de
plomo (método de Reynolds).

Las células de la cepa salvaje de P. extremaustralis en medio LBO presentaron
alrededor de 4-10 granulos de PHAs en su interior que variaron también en tamafio
(Fig.14.A), mientras los granulos de PHA estuvieron ausentes en la doble mutante

PHAB- (Fig.14.B).
Ensayos de estrés

Los PHA cumplen un rol en la supervivencia y en la resistencia a distintos tipos de
estrés. En esta parte del trabajo se analiz6 la influencia de los distintos tipos de PHA

en resistencia a estrés oxidativo y a la radiacién ultravioleta (UVA).

Resistencia a estrés oxidativo en discos con peroxido de hidrégeno

Para determinar la resistencia al estrés oxidativo en P. extremaustralis y las cepas
mutantes (PHB-, PHA- y PHAB-), se emple6 un ensayo de sensibilidad al peréxido de
hidrogeno (H202) en discos, midiendo el diametro del halo de inhibicién del

crecimiento.
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En la Fig. 16 se observa que todas las cepas mostraron similar sensibilidad al H202

al desarrollarse en medio LB (condiciones de no acumulacion de PHA).

En medio LBO la cepa salvaje fue mas resistente al estrés en presencia de PHA,

comparado al LB (p<0,05).

Al analizar las mutantes en medio LBO se observan que presenta una mayor
sensibilidad que la salvaje, el mayor halo de inhibiciéon se observd en la doble
mutante PHAB-. La cepa complementada, fue capaz de revertir el fenotipo de
sensibilidad, es decir no mostrd diferencias significativas al compararla con P.

extremaustralis salvaje.
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Halo de Inhibicion (cm)

0,00 n—
P.extremaustralis PHA- (C4) PHB- (C6+C8) PHAB- (ND) PHB compl

Fig.16.Halos de inhibicién producidos por H202 en P. extremaustralis y sus mutantes en medio LB
(barras de color fuerte) y LBO (barras de color esfumado). Diferentes letras o simbolos (*) indican
diferencias significativas.

También con fines comparativos se realizé el mismo ensayo y se analizd la
resistencia al H202 en otras especies de Pseudomonas (Fig. 17): P. protegens Pf-5, P.
putida KT2440 y P. putida GPp104, una mutante incapaz de producir PHA (Huisman
y col,, 1991).
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Fig.17. Comparacién de halos de inhibiciéon por H202 en cepas del género Pseudomonas. Medio LB
(barras grises), medio LBO (barras de colores). Diferentes letras o simbolos (*) indican diferencias
significativas.

P. putida KT2440 una productora natural de PHAcm y P. protegens Pf-5 mostraron
mayor sensibilidad en comparacién con P. extremaustralis (Fig. 17), mientras que la
mutante P. putida GPp104 presentd diferencias significativas (P < 0.05) respecto de
todas las Pseudomonas bajo estudio, con el mayor halo de inhibicion (Fig. 17), siendo
la cepa con mayor sensibilidad al estrés oxidativo provocado por el peréxido de

hidrogeno.

Estos resultados indican que la acumulacién de ambos tipos de PHA esta

involucrada en la resistencia frente al peréxido de hidrégeno.

Resistencia a irradiacion ultravioleta A (UVA)

La radiacion ultravioleta constituye un factor de estrés que produce dafos en
macromoléculas blanco, como DNA, RNA, proteinas y lipidos, debido a la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Koharyova and Kollarova 2008;

Tharmalingam et al. 2017).
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Para determinar si los PHA protegen contra el estrés provocado por la radiacion

ultravioleta, se analizé el efecto de radiacidn_ultravioleta A (UVA,315-400 nm) en

cultivos de P. extremaustralis y sus mutantes. Luego de la exposicién a UVA, se
analiz6 la supervivencia por recuento de colonias en placa (UFC/ml) a distintos

tiempos en medio LB y LBO (Fig. 18).
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Fig. 18. Sobrevida en funcion del tiempo de P. extremaustralis y sus mutantes en medio LB y LBO
luego de exposicion a UV. A-P. extremaustralis y mutante PHB- complementada. B- P. extremaustralis
y mutante PHA-. C.- P. extremaustralis y mutante PHB-. D. P. extremaustralis y mutante PHAB-.

Como puede observarse en la Fig. 18 todas las cepas exhibieron una alta sensibilidad
a la radiacion cuando son cultivadas en medios LB, sin mostrar diferencias

significativas entre ellas luego de transcurridos los 300 minutos de exposicién a UVA

(P>0.05).

Cuando las bacterias fueron cultivadas en LBO se observd un incremento en la
viabilidad tanto en la cepa nativa como en las mutantes PHB- y PHA- (P<0,05). La

mayor supervivencia se observd en la cepa salvaje. La cepa PHAB- incapaz de
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producir ambos polimeros, bajo iguales condiciones, mostré niveles de

supervivencia mucho mas bajos respecto a la cepa salvaje (Fig. 18).

También se realizaron ensayos con la cepa PHB- complementada con el plasmido
pMCS3Cbsec que contiene el gen phbC. La complementacion fue capaz de restaurar
el fenotipo salvaje, la supervivencia no mostro diferencias significativas (P>0.05) en

comparacion con P. extremaustralis.

La comparacion de la supervivencia de la cepa salvaje y las mutantes mostré que el

fenotipo de mayor sensibilidad a los rayos UVA se debe a la falta de PHB (C4).

Determinacion del contenido de PHA frente a la exposicion a UVA

Los ensayos de supervivencia se realizaron a 30°C dado que P. extremaustralis crece
adecuadamente como organismo mesofilo y también es capaz de crecer en frio
(Ayub y col, 2009). Las bajas temperaturas causan dafios celulares incluyendo la
produccién de ROS asociadas al dafio de biomoléculas (Chattopadhyay et al. 2011).
Por este motivo resulta interesante analizar el contenido de PHA a distintas

temperaturas luego de la exposicidon a UVA.

Se realizo el analisis de la produccion de PHA en cultivos realizados a 10°Cy 302C al

inicio y al final de las irradiaciones (Tabla 4).

Tabla 4: Produccidn de distintos tipos de PHA en P. extremaustralis en medio LBO antes y después
de ser irradiada en cultivos a 302c y 102C.

Temp. PHB (C4) % PHA (C6+C8) %

Inicial UVA (t300) OSClll'O(tsoo) Inicial(to) UVA(t300) OSCUI’O(tsoo)
(o)

302C | 47,32#9,032 | 38,5+2,492 | 42,89+9,212 | 3,7521.49b | 3,39+0,58" | 3,29+1.54b
102C | 3,18+£1,13¢ | ND 3.03+0,80¢ 1,83%£0,344 | 2,50+1,894d | 2,71£1,834

Temp: temperatura; ND-no detectado; a-no hay diferencias significativas en la produccién de PHB;
b-no hay diferencia significativa en PHAcm en la produccién a 302C (P>0.05); c- no hay diferencia
significativa en la produccién de PHB; d-no hay diferencia significativa en PHA cm en la produccién
a 10°C (P>0.05).
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Los resultados muestran que no hay diferencias significativas en la cantidad de PHA
(PHB y PHAcm) luego de la exposicion a los rayos UVA a 302C. Cuando las bacterias
se desarrollaron en frio (102C), se observé una disminucién significativa en el
contenido de PHB luego de la exposiciéon a UVA (t300), esto no se observo para los

PHAcm.

La presencia de PHB el cual es sintetizado en mayor cantidad, posibilita afrontar el

dafio ocasionado por la radiaciéon UVA y tener mayor sobrevida.

Los resultados también indican que a 10°C el estrés derivado de la exposicidon a la
radiaciéon UVA y la baja temperatura gener6 una degradaciéon significativa del

contenido del polimero, en comparacién a lo observado a 30°C.
Indicadores de estrés oxidativo

Dado que la radiaciéon UVA genera estrés oxidativo y en P. aeruginosa la principal
catalasa, KatA, es esencial para la respuesta frente a dosis letales de UVA (Costa et
al. 2010; Pezzoni et al. 2014), se determind la actividad catalasa en P. extremaustralis
y sus mutantes. Las catalasas son enzimas capaces de descomponer el H202 una de
las especies reactivas de Oz (ROS) implicadas en los efectos perjudiciales producidos

por la radiacion UVA.

La determinacion de la actividad catalasa se realizo6 en cultivos de 24 h en LB y LBO.
La actividad de catalasa se calculd en el sobrenadante siguiendo la descomposiciéon
de H202 a2 240 nm de acuerdo al protocolo de (Aebi, 1984), explicado detalladamente

en materiales y métodos.

Tabla 5. Medicién de actividad de catalasas en medio LB y LBO en P. extremaustralis y sus mutantes.
Los valores de actividad reflejan el promedio y desvio estindar de tres mediciones.

ActividadLB 29+5 325 +0,7 29,7+6,6 27,66+ 6,6 29,7+4.6

U/mg

LBO 33 +4 3815 345+25 31,5+2,5 335%+25
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La actividad catalasa de las cepas estudiadas resulté similar en ambos medios de
cultivo (Tabla 5). Los resultados indican que esta enzima no es la responsable de la

supervivencia a la radiacion UVA observada en las distintas cepas.
Efecto del pH en la produccion de PHA

Dado que los PHA protegen contra varios factores de estrés y que a su vez los
factores de estrés pueden tener relevancia en la sintesis del polimero, se analizé el
efecto del pH sobre el crecimiento y la produccion en P. extremaustralis. Los efectos
del pH en relacion al metabolismo de los PHA no han sido estudiados en profundidad
en especies de Pseudomonas y podrian ser relevantes en la fisiologia y también para

ser considerados en estrategias de produccidn.

Efecto del pH sobre el crecimiento de P. extremaustralis

Para analizar cdmo el pH inicial del medio de cultivo afecta el crecimiento de P.
extremaustralis se realizaron cultivos aerdbicos en medio LBO. El rango de pH
utilizado para los ensayos abarcé desde 5.5 a 11, se realizd el recuento de células
viables (UFC/ml) en el tiempo inicial y final (24 h de incubacién), como también la
mediciéon de DOsoonm. Todos los cultivos se inocularon con precultivos realizados a
pH 7 a una DOeoonm inicial de 0,05 que corresponde aproximadamente a 1x107

UFC/ml.

En los cultivos a pH 5.5 el shock acido afecto la viabilidad y el desarrollo dado que
se observé una disminucion del indculo inicial y un escaso crecimiento (Fig.19A). En
contraste a pH 6, el inocul6 inicial (to) no se vio afectado, pero el desarrollo luego de
24 h alcanz6 valores menores (3,5 x 108 UFC/ml) en comparacién con los cultivos
realizados a pH neutro. Los cultivos realizados a pH 7, 8, 9 y 9,5, mostraron un
incremento de alrededor de 3 6rdenes de magnitud en promedio luego de 24 h, (Fig.

19Ay B).
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Fig. 19. Efecto del pH sobre la viabilidad celular en P. extremaustralis. A-Recuento de UFC/ml en
funcién del pH a To (tiempo inicial) y T24 (tiempo de 24h de incubacidén). B- Medicién de DOsoonm a las
24 h.

En condiciones mas alcalinas, es decir en cultivos a pH 10 las células bacterianas
fueron capaces de sobrevivir, pero mostraron poco desarrollo luego de las 24h de
incubacién. Mientras que a pH 11 las bacterias perdieron viabilidad a las 24h de

incubacion (Fig. 19. Ay B).
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Fig. 20. Cultivos de P. extremaustralis en medio LBO en condiciones aerébicas a 282C durante 24 h a
distinto pH.

En la Fig. 20 se muestra el crecimiento de los cultivos a los distintos pH ensayados,

observandose la mayor turbidez en el rango de pH que vade 7 a 9.5.
Acumulacion de PHA en cultivos realizados a diferente pH inicial

La produccion del polimero se evalu6 cualitativamente mediante tincién con azul de

Nilo (Fig. 21 Ay B). luego de 24 h de cultivo.

Fig.21.0bservacion al microscopio de la produccién de PHA en P. extremaustralis en medio LBO a
diferente pH inicial. A: células iluminadas con luz blanca. B. Granulos de PHA en el interior de las
células tefiidas con azul de Nilo.
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Se observé la presencia de granulos de PHA (fluorescencia color naranja) en el

interior de las células de P. extremaustralisapH 6,7,7,5, 8,9y 9,5 (Fig. 21B).

Producciéon de Polihidroxialcanoatos en P. extremaustralis en distintos pH.
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Fig. 22. Medicién de PHA por cromatografia gaseosa en P. extremaustralis en medios LBO a diferentes

pH a 282C durante 24 h a 200 rpm.

La cuantificaciéon del contenido de PHA se realiz6 por cromatografia gaseosa,
identificAindose los mondémeros producidos. P. extremaustralis fue capaz de
sintetizar polihidroxibutirato (PHB) en todos los pH analizados (Fig. 22). Se observé
un incremento significativo (test de t de Student, P < 0,05) en la producciéon de PHB
desde pH 6 hasta pH 7 y7,5. Mientras que a pH 8,9y 9,5 se observé una disminucién
en el contenido de PHB con respecto a pH 7,5. El analisis estadistico mostr6 un
incremento significativo en la producciéon a pH 8 en comparacion con el polimero
producido a pH 9 y 9,5 (P<0.05), sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas al comparar el contenido de PHB a pH 9 con 9,5 (P>0.05).

Por otro lado, al realizar el mismo analisis para los PHAcm s6lo fue posible detectar
su acumulaciéon cuando los cultivos fueron realizados a pH 6, 7,5 y 8 (Fig. 22). Los
analisis en estos casos mostraron diferencias significativas (P < 0,05) en la

produccién a pH 6 (2,22 £ 0.13) frente a los pH 7,5 y 8, siendo mayor en los tltimos



dos pH. Sin embargo, el andlisis de la produccién de PHAcm entre pH 7,5y 8 (2,54

0.08; 3,64 £ 0.70) no arrojo diferencias significativas.

Determinacion del pH de los sobrenadantes luego del cultivo

Se realizé la determinacién del pH en los sobrenadantes de cultivo realizados a
diferente pH inicial luego de 24 h de incubacién. Los cultivos fueron centrifugados y

se midid el pH final en el sobrenadante libre de células (Fig. 23).

Medicion de pH final en sobrenadantes de P. extremaustralis
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Fig. 23. Determinacion de pH del sobrenadante en P. extremaustralis en medios LBO a 282C, durante
24 hy 200 rpm.

Para los cultivos que cuyo pH inicial se encontraba entre 7 y 9,5, fue posible
determinar que los valores de pH final del sobrenadante mostraron valores

promedios de 8,3 aproximadamente.

El pH de los cultivos que se iniciaron a pH 5,5 se mantuvo igual luego de la
incubacion y a pH 10 disminuy6 levemente (Fig. 23), debido a que a estos pHs P.
extremaustralis mostroé deficiencias en el crecimiento. A pH 11 las células murieron.

A pH 6 se observo la capacidad de crecer y aumentar levemente el pH de los
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sobrenadantes del cultivo (Fig. 23). Estos resultados podrian sugerir la existencia de
un mecanismo tendiente a contrarrestar la variacion del pH que permita el

desarrollo celular.

Analisis de la tolerancia a la acidez y a la alcalinidad

La influencia del PHA en la tolerancia a la acidez y a la alcalinidad se analizé
utilizando ensayos de inhibicién de crecimiento en discos que fueron impregnados
con buffer a distintos pHs. Se analizé la tolerancia al pH en cultivos en LBO de P.

extremaustralis y sus mutantes PHB-, PHA-y PHAB-.

Tabla.6. Medicion de didmetro del halo de inhibicién en placas con buffer pH 5,5 y pH 10 en P.
extremaustralis y sus mutantes. Letras distintas indican diferencias significativas. Los valores
representan media + SD de 3 cultivos independientes.

Cepas Diametro de Diametro de
inhibicién (cm) | inhibicidon (cm)
pH 5.5 pH 10
P. extremaustralis 1,04 £ 0,082 1,30 £ 0,022
PHA- 1,09 £ 0,062 1,51 £ 0,09>
PHB- 1,66 + 0,25bP 1,77 £ 0,05¢
PHAB- 2,62 +0,12¢ 2,03+0,134

En el rango de pH comprendido entre 6 y 9,5 tanto P. extremaustralis como sus
mutantes no mostraron inhibicién significativa en el crecimiento (P>0.05). En

contraste, se observd inhibicidn del crecimiento a pH 5,5y pH 10 (Tabla 6, P<0.05).
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P. extremaustralis

Fig. 24. Foto representativa del ensayo de sensibilidad de P. extremaustralis y sus mutantes a pH
5,5. Se observa el halo de inhibicion de crecimiento. Placas incubadas a 282C durante 24h.

P. extremaustralis y la mutante PHA- mostraron similar sensibilidad al acido con
diferencias no significativas en los ensayos a pH 5,5 (Tabla 6). Sin embargo, se
apreciaron diferencias significativas en los halos de inhibicién al comparar P.
extremaustralis con la mutante PHB-, la cual es incapaz de sintetizar polimero de
cadena corta, como también para el caso de la doble mutante (PHAB-), sin
capacidad de sintesis general de PHA, mostrando que el PHB resulta relevante en
la sensibilidad al acido. A pH 10, los halos de inhibicién observados en las cepas
mutantes mostraron diferencias significativas (P<0.05, Tabla 6) al ser comparadas

con la cepa salvaje.

En la figura 24 puede observarse un ensayo representativo de sensibilidad a pH

5,5 de P. extremaustralis y sus mutantes.
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DISCUSION

Produccion de distintos tipos de PHA en P. extremaustralis

La produccion de PHA estd influenciada por diferentes factores ambientales. Entre
estos factores se destacan la presencia de exceso de carbono y bajos niveles de
nitrégeno, fosfato u oxigeno (Hervas et al., 2009). Si bien en la mayoria de los casos
las condiciones limitantes en nutrientes o bajos niveles de O: favorecen la
acumulacién de estos polimeros, algunas bacterias como Azotobacter vinelandii,
Alcaligenes latus, Pseudomonas putida LS46, Methylobacterium sp. ZP24 y Bacillus
mycoides RL] B-017 son capaces de producir PHA durante el crecimiento, con poco
0 ningln requerimiento de condiciones limitantes (rev. en Veldzquez-Sanchez et
al., 2020). El efecto de la relacion C/N se encuentra entre los factores mas
estudiados y reconocido como relevante para maximizar la producciéon de PHA. Ha
sido sefialado que, si bien un aumento de la relacién C/N promueve una mayor
acumulacion de PHA en diferentes bacterias, tiene también un efecto contrario
sobre el crecimiento celular (Raza et al.,, 2018, de Melo et al., 2022). Por otro lado,
también se reporto la reduccién de la acumulacién al aumentar la relacién C/ N
(mol/mol) de 8:1 a 20:1 para una cepa de Cupriavidus taiwanensis (Wei etal. 2011).
El efecto de estos factores en bacterias capaces de producir distintos tipos de
polimeros no ha sido estudiado en profundidad. En esta tesis se analizé el efecto
de distintas condiciones de cultivo sobre la produccién de PHAcc y PHAcm en P.
extremaustralis. Los genes involucrados en la biosintesis de PHA han sido
analizados en profundidad previamente en nuestro laboratorio (Catone 2013,
Catone et al, 2014). En este trabajo, nos centramos en el estudio del efecto de la
relacion C/N. Los resultados mostraron que el desbalance en la relacién C/N
favorece en mayor medida la produccién de PHAcm en comparaciéon con PHAcc en
P. extremaustralis. En bacterias productoras de PHB muy estudiadas como
Cupriavidus necator (anteriormente conocida como Ralstonia eutropha) y

Azotobacter vinelandii la acumulaciéon ocurre en condiciones de desbalance
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nutricional; en A. vinelandii en particular, esta asociada principalmente con un
exceso de fuente de carbono y bajas concentraciones de oxigeno (Castillo et al.,
2017). Por otro lado, en especies de Pseudomonas, productoras de PHAcm, como P.
putida, la limitacién de nitrégeno, aunque no es estrictamente necesaria para la
sintesis de PHA a partir de acidos grasos, puede mejorar el rendimiento y, por lo
tanto, se utiliza en la produccién industrial de estos biopolimeros (Prieto et al,,
2016). Un andlisis multiémico realizado en P.putida KT2440 cultivada en
octanoato de sodio y bajo nitr6geno mostré también que la produccién de PHA fue
mas alta en condiciones de limitacion de nitrégeno (Poblete- Castro et al., 2012) y

en P. putida CA-3 (Nikodinovic-Runic et al., 2009).

El conocimiento de las condiciones fisiologicas que favorecen la biosintesis del
polimero y de los mecanismos regulatorios genéticos involucrados es importante
dado que ofrecen la posibilidad de seleccionar procesos de produccién asociados
al crecimiento. Esto permite implementar estrategias de cultivo mas eficientes
para lograr un mejor rendimiento en la produccién de PHA (Velazquez-Sanchez et
al., 2020). En este sentido, la produccion de PHAcc en P. extremaustralis podria
cumplir estas condiciones, dado que no es necesario un desbalance muy marcado
para la produccién del polimero permitiendo también un buen rendimiento

celular.

Por otra parte, ha sido sefialado que la limitaciéon de Oz, incluso la inherente
provocada por los cultivos que crecen a alta densidad celular, puede ser utilizada
como una estrategia de control simple y eficaz para la sintesis de PHA a partir de
acidos grasos en P. putida LS46 (Blunt et al., 2019). En esta bacteria se propuso,
ademas, que la estrategia de alimentacion por pulsos favorece la optimizacion
rapida del bioproceso, sobre todo cuando se utilizan sustratos que pueden resultar
toxicos o algo inhibitorios como el acido octanoico (Blunt et al, 2019),

comunmente empleado para la produccién de PHAcm en Pseudomonas.

Otra observacidn interesante y novedosa surgida a partir del analisis de la

composicion del PHA por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
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masa (GC-MS) en P. extremaustralis fue la presencia de levulinato de metilo, como
monoémero obtenido luego del proceso de metandlisis. La GC-MS constituye un
método mas adecuado para la identificacién y cuantificaciéon de los monémeros de
PHA en comparacion con la cromatografia gaseosa con detector de llama (GC-FID),
ya que se puede realizar ain en ausencia de estdndar (Koller y Rodriguez-
Contreras, 2015). Ha sido sefialado que el acido levulinico puede ser utilizado como
Unica fuente de carbono y energia y como precursor de 3-Hidroxivalerato (HV) y
4-HV en R. eutropha (Volodina et al., 2015). El acido levulinico tiene relacion con el
metabolismo de los PHAcc dado que es la forma oxidada de 4-HV, y su catabolismo
comienza con la activacion a levulinil-CoA por una acil-CoA sintetasa unida a la
membrana (Volodina et al, 2015). En R. eutropha el acido levulinico
cosuministrado con glucosa en condiciones optimizadas permiti6 la acumulacién
de PHA hasta 81% de CDW (Wang et al., 2013). El polimero obtenido estuvo
compuesto de 3HV y 3HB y la incorporacién de 3HV se vio menos afectada por la
limitacion de nitrégeno en comparacion con 3HB, lo que indica también que
variando la relaciéon C/N se puede modificar la composicién del polimero y en
consecuencia sus propiedades (Volodina et al., 2015). Esto demuestra que el acido
levulinico puede ser metabolizado por diferentes microorganismos e incorporado
en distintos componentes celulares, similar a lo observado en el PHA de P.

extremaustralis.

Como ha sido comentado previamente, existe gran interés a nivel mundial en el
desarrollo de alternativas eficientes a los productos derivados del petroleo debido
ala gran demanda en el mercado por el incremento de la poblacidn, el agotamiento
de las reservas fosiles y a las fluctuaciones en el precio. La sintesis quimica de estos
productos posee varias desventajas, entre ellos los problemas debidos a los efectos
sobre el calentamiento global, el aumento de la contaminacién ambiental, el uso de
catalizadores toxicos y el mayor costo energético (Pachapur et al., 2016). Por este
motivo, hay una tendencia creciente hacia la generacién de energia limpia unida a
una demanda de los consumidores solicitando productos ecolégicos. Como

consecuencia de esto, el foco de atencién estd puesto en la generacién microbiana
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de productos quimicos a partir de recursos renovables. Las estrategias que
comprenden la exploracién de alternativas biolégicas (materias primas o procesos
de produccién) con mejoras en la tecnologia de bioprocesos resultan muy
atractivas. En este sentido, existe una gama de productos en plataformas quimicas
de base biolédgica en la cual los acidos y alcoholes organicos tienen un papel
especial dado que podrian usarse para aplicaciones industriales a gran escala como
bloques para la construccién de distintos compuestos (Pachapur et al., 2016). El
acido levulinico es uno de los productos quimicos de la plataforma, ya que sus
caracteristicas quimicas que incluyen la presencia de grupos funcionales
(carboxilo y cetona) le imparten un patrén notable de reactividad permitiéndole
formar derivados que tienen aplicaciones significativas en varios campos, lo que lo
convierte en un compuesto quimico verde versatil (Morone et al., 2015). Lo mismo
se aplica a los mondémeros (R)3-hidroxihexanoato e hidroxioctanoato que son
sustratos valiosos como componentes basicos para una variedad de aplicaciones
biotecnolégicas, como la sintesis de antibiéticos, poliésteres, vitaminas e incluso
dioles (Manoli et al,, 2022, Yanez et al., 2020). Estos monémeros y compuestos
relacionados tienen al menos dos grupos funcionales (un grupo hidroxi y un
carboxilo) y son susceptibles de modificacion quimica. Se pueden producir por
despolimerizacion in vivo de los PHA acumulados, por fermentaciéon para la
produccion directa de 3-hidroxialcanoatos (HA) en el medio de cultivo y por
conversion de PHA purificados. La ventaja de las dos primeras alternativas es que
la produccién no requiere la extraccion de los PHA intracelulares ya que se liberan

al sobrenadante (Yafiez et al., 2020).

Todas estas observaciones remarcan la importancia del estudio de las condiciones
de produccién de estos polimeros en las diferentes bacterias para ampliar el
espectro de sus aplicaciones. En el caso de P. extremaustralis, seria interesante
explorar no solo la produccién de los distintos polimeros sino la de los monémeros
incluyendo también el acido levulinico. Por otro lado, ha sido sefialado que los PHA
tienen un papel clave en la fisiologia bacteriana y en la resistencia a distintos

factores de estrés tanto bidticos como abiéticos (Miiller-Santos et al.,, 2021), sin
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embargo, la contribucion de los distintos tipos de PHA en una bacteria no ha sido

abordado previamente y se describe en el apartado siguiente.
Resistencia a estrés oxidativo y radiacion UV

La radiacion UV es uno de los factores de estrés ambiental mas importantes en el
planeta. Frente a la exposiciéon a la radiaciéon UV, muchos microorganismos son
capaces de generar mecanismos de defensa que les permiten sobrevivir en esas
condiciones. Un ejemplo claro son los microorganismos extremofilos muchos de los
cuales son capaces de sintetizar metabolitos (extremolitos) que absorben en un
amplio rango de radiacién permitiendo el desarrollo en esas condiciones (Gabani y

Singh, 2013).

Los PHA tienen un papel relevante en la resistencia a multiples factores de estrés
(Lopez et al. 2015), sin embargo, existe poca informacion sobre su contribucién en
la tolerancia a la radiacién UV. En este trabajo se exploré la relevancia de PHAcc y
PHAcm en la resistencia a distintos tipos de estrés en P. extremaustralis y sus
mutantes. En particular, dado que esta especie procede de la regién Antartica se

analiz6 la resistencia a la radiacién UVA y su relacion con el dafio oxidativo.

Los trabajos previos relacionados con el estudio del efecto de la radiacién UV en
bacterias productoras de PHA analizaron la radiaciéon de onda corta (UVC). Estudios
realizados en distintas cepas de Azospirillum brasilense, comparando cultivos
realizados en condiciones de acumulacion de PHB y de no acumulacién o cepas
salvajes y mutantes deficientes en la produccion, mostraron que el polimero protege
de la radiaciéon UVC (Tal y Okon 1985, Kadouri et al. 2003). Mayor supervivencia a
la radiaciéon UVC también fue observada en cepas recombinantes de E. coli que
expresan los genes PHB de Cupriavidus necator en comparacion con la cepa salvaje

(Wang et al., 2009).

Recientemente, se demostrd que el PHB también protege contra la radiaciéon UVA en
C. necator (Slaninova et al., 2018). El principal efecto nocivo de la radiacion UVA se

atribuye a la formacion de ROS que genera dafio a las macromoléculas. La
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contribucién de los PHA en la proteccion frente al estrés oxidativo, se ha demostrado
en varias especies bacterianas, como A. brasilense, A. hydrophila y especies de
Pseudomonas (Kadouri et al., 2003, Zhao et al. 2007, Ayub et al., 2004, 2009),
incluyendo P. extremaustralis. En concordancia con esto, P. extremaustralis y sus
mutantes mostraron mayor sensibilidad a la radiaciéon UVA en ausencia de PHA. Se
observaron diferencias entre cepas mutantes, indicando diferente contribucién de
los distintos tipos de polimero en la tolerancia a UVA. Dado que la mayor
sensibilidad se observo en la mutante PHB-, esta fue complementada restaurando el
fenotipo salvaje en cuanto a la resistencia, lo que indica que el efecto protector

depende en mayor medida del PHB.

En el presente trabajo de tesis se pudo determinar, que ambos tipos de polimeros
PHB y PHAcm, a pesar de no ser sintetizados en igual proporcion, colaboran en la
tolerancia al peréxido de hidrégeno favoreciendo la supervivencia de las cepas bajo
estudio. Ha sido mencionado que la tolerancia al estrés asociada a la produccién de
los PHA esta relacionada con su movilizacion ya que estos polimeros son
compuestos reducidos que funcionan como reservorios de carbono y energia y estan

implicados en el balance redox celular (Lépez et al., 2015).

Los resultados muestran que en P. extremaustralis el PHB es el principal involucrado
en la proteccion UVA. Cuando la bacteria fue expuesta a UVA a 30 °C el contenido de
PHB mostré una tendencia a disminuir, aunque los resultados fueron no
significativos. En frio, se observoé una clara disminucién en la cantidad de PHB luego
de la exposiciéon a UVA. La movilizacion del polimero permitié alcanzar un estado
fisioldgico antioxidante, al proporcionar poder reductor, para hacer frente al estrés
oxidativo derivado del frio y de la radiacion UVA. Los resultados de esta tesis
relacionados con la resistencia a la radiacion UVA han sido parcialmente publicados
en Tribelli et al,, (2020). En condiciones de baja temperatura se observé un mayor
efecto protector del PHB contra la radiacion UVA en P. extremaustralis en
comparacion con 30°C. En esta bacteria, la posibilidad de sintetizar y acumular PHB

es clave en condiciones de frio ya que la mutante deficiente en PHB no crece
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adecuadamente a 10°C, ni puede desarrollar una vida plancténica (Ayub et al. 2009,
Tribelli y Lopez 2011). Esta deficiencia esta relacionada con diferencias en el estado
redox celular dado que la mutante PHB- mostré una disminucién notable de la
relacion NADH/NAD+ y contenido de NADPH, en comparacién con la cepa salvaje y
en consecuencia mayor dafo a macromoléculas (Ayub et al. 2009). Estas
observaciones indican que el PHB es clave en las defensas antioxidantes en P.
extremaustralis y estan en concordancia con estudios que muestran la induccién de
enzimas antioxidantes en condiciones de frio (De Maayer et al. 2014). A diferencia
de lo observado para P. aeruginosa (Pezzoni et al., 2014), los resultados obtenidos
muestran que la enzima catalasa no estaria involucrada en la proteccion UVA en P.

extremaustralis.

La resistencia bacteriana a los rayos UVA ademas podria involucrar mecanismos
globales de regulacidon genética vinculados a los PHA. Se conocen reguladores
maestros en Pseudomonas, como el factor sigma RpoS implicado en la respuesta
estricta y Quorum Sensing, que ha sido relacionado con la respuesta a la exposicién
a la radiacion UV por su control sobre el sistema antioxidante (Miller et al. 2001;
Costa et al. 2010; Pezzoni et al. 2012). Asimismo, en P. putida en condiciones de
estrés se demostro la asociacion entre la degradaciéon de PHA, la acumulacion de la
alarmona ppGpp y el aumento de los niveles intracelulares de RpoS (Ruiz et al. 2001,
2004). RpoS también esta involucrado en el control de la transcripcion de genes PHB
en A. vinelandii (Peralta-Gil et al. 2002) y en la movilizacion del polimero en P. putida
(Raiger Iustman y Ruiz, 2008). Por otra parte, también se ha demostrado que el
mondémero 3-hidroxibutirato (3HB) o las phasinas pueden actuar como chaperonas
preservando las enzimas frente a los efectos del dafio oxidativo (Obruca et al. 2016,
Mezzina et al. 2015), lo que también podria contribuir en la tolerancia a los rayos

UVA.

Un mecanismo diferente que previene los efectos de la radiacion UVA esta
relacionado con la presencia de compuestos que actiian como escudos o pantallas

frente a la radiacidn, absorbiendo o desviandola, impidiendo asi que los fotones

96



alcancen los objetivos celulares, asegurando el mantenimiento de la viabilidad
celular (Gao y Garcia-Pichel, 2011). Se han descripto dos mecanismos para explicar
la interaccién de estos compuestos con la radiacién UV: la dispersién y la absorciéon
de la luz. La dispersién consiste en la desviacién de fotones de su trayectoria por
heterogeneidades en las células o el medio, mientras que la absorcion es la captura
de fotones por moléculas fotoactivas. Un estudio realizado en C. necator mostré6 que
los granulos de PHA pueden actuar dispersando la luz y generando este efecto de
escudo o pantalla frente la radiacién UVA, contribuyendo asi a través de sus
propiedades biofisicas a la reduccidon de las ROS intracelulares (Slaninova et al.
2018). La evaluacion de estas caracteristicas se realiza a través de técnicas
espectrofotométricas por lo que se debe tener en cuenta el tamafio celular. En el caso
de C. necator se menciona que no se observaron cambios significativos en las
dimensiones de las células de la cepa salvaje y de la mutante PHB (Mravec et al.
2016) por lo que el aumento en la dispersion de la luz se atribuy6 a los granulos de
PHA. En P. extremaustralis, si bien se observaron algunas diferencias en las
dimensiones de las células en condiciones de acumulacién y no acumulacién, estos
analisis mostraron que no se puede descartar que los granulos de PHA actien
también como un escudo protector frente a la radiacion UVA (Tribelli et al., 2020).
Estas observaciones sugieren que la proteccion conferida por el polimero podria

involucrar varios mecanismos que actian en forma simultanea.

En resumen, los resultados en conjunto indican que en P. extremaustralis, el papel
protector de los PHA sobre la radiacion UVA radica en varios factores como la mayor
tolerancia al estrés oxidativo, probablemente relacionado con la movilizaciéon del
polimero, sumado al efecto del polimero en la dispersiéon de luz que actuaria como

escudo protector contra la radiacion.

Este conocimiento podria promover el desarrollo de otras aplicaciones
biotecnoldgicas relacionadas con la exploracion de las propiedades de estos

bioplasticos como pantallas que dispersen la luz.
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Efecto del pH en la producciéon de PHA

Las bacterias estdn constantemente expuestas a condiciones ambientales
fluctuantes, incluidas las variaciones de pH. El pH es un factor importante que afecta
la fisiologia bacteriana provocando cambios en las macromoléculas y en la funcién
de muchas enzimas, asi como en la solubilidad de diferentes compuestos. La
supervivencia frente a fluctuaciones en el pH dependerda de la capacidad que
presenten los diferentes microorganismos para detectar y responder a las
variaciones de este factor. Las bacterias han desarrollado mecanismos especificos,
para adaptar su fisiologia ante condiciones de estrés relacionadas con la acidez o
alcalinidad, tales como la presencia de bombas de eflujo, modificaciones en los
lipidos de membrana o la presencia de chaperonas (Lund et al., 2020). Ademas de
estos mecanismos especificos, otras caracteristicas podrian ayudar a hacer frente a
los cambios del pH. Dado que los PHAs contribuyen a la resistencia a estrés se
postula que también podrian proporcionar protecciéon frente a los cambios de pH.
Ha sido sefialado que, junto a la temperatura y el contenido de carbono, nitrégeno y
fosforo, el pH es uno de los principales factores que influyen en la produccién de
PHA. Sin embargo, el estudio de la influencia de la variacion del pH en la sintesis de
PHA es limitado y principalmente estd centrado en la optimizacién de las
condiciones de cultivo para su producciéon. El pH éptimo para el crecimiento
microbiano y el de la maquinaria enzimatica para la formacién de PHA no es
necesariamente idéntica. En Rhodobacter sphaeroides RV condiciones suboptimas
para el crecimiento resultan en valores mas altos de produccién del polimero
(Suzuki et al. 1995). Normalmente pH mas altos que el 6ptimo de crecimiento
incrementan la produccion de PHA y el polimero ayuda a resistir las condiciones
desafiantes de pH. Estas observaciones fueron corroboradas en varias bacterias
como Nostoc muscorum y Sinorhizobium meliloti (Sharma y Mallick 2005; Tombolini

etal,, 1995).

En un aislamiento de agua de mar de Bacillus megaterium se observd una mayor

produccion de PHB a pH 7 (Mohanrasu et al,, 2020), sin embargo, en el caso de
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bacterias Gram positivas la esporulacién constituye un problema para la produccion
del polimero, ya que la maxima acumulacién se da antes de la formacion de esporas.
En Bacillus cereus SPV fue posible suprimir la esporulacién a pH &cido, entre 4,5 y
5,8 en medio no tamponado, lo que result6 en el aumento en el rendimiento de PHA
(Valappil et al., 2007). Esto también se observé en E. coli recombinante productora
de PHB en la cual la mayor produccion de este polimero se detectd en condiciones
acidas (Wang et al.,, 2009). En Microbacterium sp. el pH resulté decisivo en la
productividad del PHA (Khosravi-Darani et al., 2019). Por parte, cuando se utilizan
cultivos microbianos mixtos para la produccién de PHA, el pH es un factor muy
relevante que afecta la diversidad bacteriana, permitiendo la manipulacién de la
composicion del polimero (Kourmentza y Kornaros, 2016). El estudio de la
produccién en estos cultivos permitié determinar que, si bien a pH 7,5 la produccion
del polimero es mayor que a 9,5, el contenido de 3-hidroxivalerato (3HV) se duplicé
a pH basico (Villano et al., 2010), lo que fue explicado por cuestiones metabdlicas
basadas en diferentes requerimientos energéticos. A valores de pH mas altos, la
acetil-CoA se consume predominantemente para la generaciéon de energia, por
aumento de la actividad ATP sintasa, y en menor medida para la generacién de 3-
hidroxibutirato (3HB), con lo cual la generacion 3HV por condensacion de acetil-CoA

con propionil-CoA se vuelve mas probable.

Ademas, el pH tiene influencia en la actividad de la sintasa y la disminucién de la
actividad de esta enzima conduce a la produccion de polimeros con mayor peso
molecular, por lo que la modificacion del valor de pH podria permitir modular el peso
molecular del PHA obtenido (Obruca et al., 2021). La disminucién de la actividad de la
sintasa ha sido observada para algunas bacterias frente a otros factores de estrés, como
por ejemplo cuando existe deficiencia en la transferencia de oxigeno (Gomez-
Hernandez et al,, 2020). Para las sintasas en las que se ha estudiado, tanto de bacterias
como de arqueas, el pH 6ptimo esta en el rango de la neutralidad, como para la sintasa
de clase I de C. necator (antes R. eutropha) (Zhang et al., 2000). Un estudio realizado con

E.coli recombinante que lleva los genes phaCAB de C. necator (Kusaka et al.,, 1999)

99



mostré que una disminucién en 0,5 unidades de pH signific6 un aumento considerable

del peso molecular (Mw) del polimero.

Recientemente, un trabajo de revision analiz6 la influencia de las fluctuaciones de pH
en la produccion de PHA estableciendo su importancia y proponiendo al estrés
generado por el pH como un factor que podria resultar en un ajuste fino para modular

el contenido y la composicion del polimero (Obruca et al,, 2021).

Ademas, el pH fue identificado como un factor decisivo para la productividad
volumétrica de PHA y el rendimiento de conversion de sustrato a PHA (Mohanrasu et
al., 2020). Todo esto sefiala la relevancia del conocimiento de la influencia del pH no

solo en el crecimiento bacteriano sino también en la produccién de PHA.

Los estudios sobre la produccion de PHA en P. extremaustralis realizados previamente
en nuestro laboratorio se realizaron en condiciones de pH que rondaron la neutralidad
(7,5). En este trabajo se analiz6 el comportamiento de P. extremaustralis, cuando era
inoculada en medio de cultivo con diferente pH inicial, observandose que fue capaz de
desarrollarse a valores de pH comprendidos entre 6 y 10 mostrando acumulacién de
PHA. Resultados similares fueron hallados en P. toyotomiensis, una especie
psicrotolerante aislada de una fuente termal, que pudo crecer en un rango de pH de 6 a
10,5 (Hirota et al., 2011). A pH 5,5, P. extremaustralis mostré una abrupta disminucion
en la viabilidad celular, resultando en un crecimiento pobre también verificado por la
ausencia de alcalinizacion del sobrenadante del medio de cultivo, sugiriendo que no fue
capaz de contrarrestar la acidez del ambiente externo. En condiciones alcalinas a pH 10

el crecimiento fue levemente afectado, mientras que a pH 11 no fue capaz de crecer.

La sintesis y la degradacion de los PHA constituyen procesos dinamicos integrados al
metabolismo bacteriano que permiten la utilizacidon de estos depositos de carbono y
poder reductor en condiciones de estrés (Lopez et al., 2015, Velazquez-Sanchez et al,,
2020). Las depolimerasas de PHA son las enzimas responsables de la movilizacién de
las unidades monoméricas que componen estos polimeros. Los mondmeros liberados
son utilizados para el metabolismo bacteriano, pero también se ha sefialado la

liberacion al medio extracelular de acidos como él (R)-3-hidroxibutirico (3HB) y (R) -
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3-hidroxialcanoico (3HAcm) en varias bacterias productoras naturales de PHA como
Bacillus megaterium, Ralstonia eutropha, P. putida y Alcaligenes latus y también en
Escherichia coli recombinante dependiendo de las condiciones de cultivo (Ren et al.
2005, Lee et al.1999). En P. putida, se observo que la liberacién de 3HAcm esta
favorecida en condiciones alcalinas, lo que se atribuy6 a una mayor actividad de la
depolimerasa intracelular de PHAcm (PhaZ) a ese pH (Ren et al., 2005). La secrecién de
acido 3-hidroxioctanoico y 3-hidroxihexanoico, en P. putida GP01 a pH alcalinos
provoca una fuerte disminucion del pH, siendo la secrecion de estos monémeros menos
eficiente a pH neutro (Wang et al,, 2007). Esta caracteristica puede ser utilizada con
fines biotecnolégicos para la obtencion de estos acidos derivados de la
depolimerizacién de PHA, como materia prima para sintesis de vitaminas, antibiéticos,
etc. (Yanez et al., 2020). En relaciéon a esto, en P. extremaustralis se observo la
modificacion del pH extracelular al final del experimento con valores de pH en los
sobrenadantes que rondaron 8,3 aproximadamente. Esto sugiere que para poder
desarrollarse adecuadamente P. extremaustralis podria estar depolimerizando el PHA
y liberando los mondémeros para contrarrestar el efecto del pH extracelular en
condiciones alcalinas. Por este motivo, P. extremaustralis podria ser una buena

candidata para la producciéon de mondmeros de 3 hidroxiacidos (3HAccy 3HAcm).

P. extremaustralis mostré la maxima acumulacion de PHA a pH 7,5 y 8. Valores similares
fueron observados en condiciones de cultivo optimizadas en P. pseudoalcaligenes que
mostraron que el pH es un factor relevante para la produccién del polimero siendo el

pH 8,6 el mas favorable (Zihayat et al., 2019).

En cuanto a la tolerancia a la exposicién a condiciones acidas y alcalinas la cepa salvaje
mostré mayor tolerancia que las mutantes deficientes en la produccion de PHA

polimero y se comprobé la mayor contribucion del PHB en comparacién con los PHAcm.

El conocimiento de los beneficios que confieren estos polimeros en la fisiologia de las
bacterias productoras puede ser de utilidad para diversas aplicaciones ambientales.
Por ejemplo, la mayor resistencia conferida por los PHA podria contribuir a la obtencion

de inoculantes bacterianos mejorados para fines agricolas o de biorremediacion (Lopez
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et al. 2015), por lo que la capacidad de hacer frente al estrés derivado de cambios en el

pH también podria ser util para prosperar en suelos acidos o alcalinos.
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CAPITULO 2

Analisis comparativo de los genes relacionados con la biosintesis de
PHA en genomas de Pseudomonas pertenecientes a distintas especies

OBJETIVOS PLANTEADOS
En este capitulo se trabajé con el objetivo 2 de la tesis doctoral:

2- Analizar los genes relacionados con la produccion los distintos tipos de
PHA (PHAcc; PHAcm) en los genomas de Pseudomonas disponibles en base

de datos. Comparar el contexto gendmico en las distintas especies.

Las especies del género Pseudomonas son tipicas productoras de PHAcm, aunque
algunas especies como Pseudomonas sp. 61-3, P. extremaustralis y P. pseudoalcaligenes
(Matsusaki et al. 1998; Ayub et al.,, 2006, Manso Cobos etal., 2015) son también capaces
de producir PHAcc. En P. extremaustralis, los genes relacionados con la produccién de
PHB se encuentran en una isla gendmica y probablemente fueron adquiridos por
transferencia horizontal teniendo origen en las -Proteobacterias (Ayub et al., 2007).
Teniendo en cuenta el gran nimero de genomas de Pseudomonas disponibles en bases
de datos se realiz6 la busqueda de genes relacionados con la producciéon de PHAcc y el
analisis de su entorno gendmico a fin de poder detectar elementos genéticos que

permitan evidenciar probables eventos de transferencia horizontal.

Para la busqueda de genes PHB se utilizé6 como referencia la secuencia del gen phbC

de P. extremaustralis y se analiz6 el entorno gendémico.

En este andlisis también se tuvo en cuenta el origen de las cepas analizadas,

indicando la fuente de aislamiento para conocer su procedencia.
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RESULTADOS

Busqueda del gen phbC en los genomas de Pseudomonas

Los analisis realizados estuvieron enfocados en la base de datos de Pseudomonas.com,
que es una base de datos muy completa de los genomas de este grupo de bacterias, la
cual incluye tanto genomas completos, como incompletos (draft). La busqueda se
realizé6 sobre 14.283 secuencias depositadas (actualizado hasta el mes de junio de
2023). Teniendo en cuenta esto, se fijaron criterios para realizar el analisis. En el caso
de P. aeruginosa, muy estudiada por su interés sanitario, existe un gran ndmero de
genomas secuenciados (7960) tanto completos y cerrados como abiertos con distinto
grado de cobertura. Por este motivo, para el andlisis se eligieron los genomas completos
495 segun la base de datos Pseudomonas Genome DB (Pseudomonas.com) con acceso
el 1/6/2023. Ademas, se excluyeron todos los genomas correspondientes a cepas no

caracterizadas a nivel de especie que figuran en el registro como Pseudomonas sp.

A partir de estos analisis, se encontraron ademas de P. extremaustralis se encontraron
15 especies de Pseudomonas que presentaron en su genoma la sintasa phbC. El nimero
de cepas analizadas para cada especie se muestra en la (Tabla 1). Entre las cepas
anotadas como Pseudomonas sp. se hallaron mas de 100 genomas conteniendo

secuencias homodlogas a la sintasa de PHB (Tabla 1).
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Tabla 1. Nimero de cepas de cada especie de Pseudomonas que presentan en su genoma secuencias
homadlogas a la sintasa phbC de P. extremaustralis.

‘Especies Numero de cepas

1 P. aeruginosa 25

2 P. arsenicoxydans 3

3 P. brassicacearum 2

4 P. caspiana 1

5 P. fluorescens 31

6 P, frederiksbergensis |8

7 P, lini 6

8 P. mandelii 11

9 P. oleovorans 6

10 |P pelagia 1

11 |P pseudoalcaligenes |5

12 |P putida 1

13 |P syringae 1

14 |P stutzeri 7

15 |P umsongensis 6

16 |Pseudomonas sp. 112
TOTAL 226

Comparaciones interespecificas

A continuacion, se presenta el analisis de los genes de PHB y su entono genémico en
diferentes especies de Pseudomonas en comparacion con P. extremaustralis 14-3b. Se
analizaron los genes phbRBAC que codifican el regulador transcripcional PhbR; la
acetoacetil-CoA reductasa, PhbB; la beta cetotiolasa, PhbA y la sintasa PhbC. Ademas, se
analizaron los genes phbFPX, que incluyen el regulador PhbF, el gen que codifica la
phasina PhbP y un gen que codifica una proteina de funciéon desconocida PhbX,
encontrada en los granulos de P. extremaustralis (Catone et al., 2014). También, se
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analizaron los genes fabl, ack, pta que codifican una enoil-[acil-carrier-proteina]
reductasa, un acetato quinasa y el fosfato acetiltransferasa, respectivamente. Estos
genes han sido identificados también en otras bacterias asociados a los genes PHB
(Sznajder etal., 2015). En la Fig. 1 se muestra la comparacién de los genes phbFPXy pta,
ack, y fabl con bacterias de otros géneros que poseen los genes PHB como A. vinelandi
y R. eutropha. Se observa un alto grado de similitud con los genes de P. extremaustralis

(Fig. 1), aunque el entorno gendémico muestra algunas diferencias.

4 9 7 1 5 & g 11 1
. —5
IP. extremaustra >— —

12 | ) | F | |

: 12 9 7 Z | 5 & g 11 1
Jp. stutzeri a1s (T Ep-(I i

14 | 3 i 1
. 1 N 10
JA. vinelandii
. 3 Z 1 N 4 M
IR, eutropha JiP >'|::>'< 128 I'G'CI'

Fig. 1. Organizacion de los genes PHB y regiones adyacentes en P. extremaustralis y su comparacién con
otras bacterias. Referencias: 9: phbF,7: phbP, 3: phbX, 2: pta, fosfato acetil transferasa (EC 2.3.1.8), 1: ack,
acetato quinasa, 4: fabl, enoil-acil-carrier-proteina reductasa [NADH] (EC 1.3.1.9). Colores y nimeros
iguales significan genes homologos.

P. aeruginosa

El analisis de los 495 genomas completos mostré que 25 genomas de diferentes cepas
de P. aeruginosa presentaron el gen de la sintasa phbC correspondiendo al 5 % de cepas
de esta especie con genoma completo depositadas en la base de datos. Los resultados

del analisis de genes PHB y de su entorno genémico se muestran en la Fig. 1.
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(*) P. aeruginosa R31; P. aeruginosa P33; P. aeruginosa P23; P. aeruginosa TL3773; P. aeruginosa PA2207; P. aeruginosa
SRRSH1101; P. aeruginosa SRRSH1002; P. aeruginosa SRRSH1408; P. aeruginosa NDTH10366; P. aeruginosa SRRSH2790; P.
aeruginosa SRRSH1120; P. aeruginosa QZPH21; P. aeruginosa QZPH16; P. aeruginosa NDTH7329.

(**) P. aeruginosa KB-PA_3.

Fig. 2. Comparacidén de la regién gendémica que contiene el gen phbC en distintas cepas de P. aeruginosa.
Se muestra la comparacién con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB
(phbRBAC y phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura
indica presencia o ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos
indican que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes
similares. Los niimeros en el interior indican el nimero de copias del gen.

Las cepas de P. aeruginosa mostraron la presencia del grupo de genes phbRBAC y
phbFPX, ambos asociados también a la producciéon de PHAcc. También se observo el
grupo de genes, fabl, ack, pta. Cabe destacar que en la mayoria de los casos se
observaron secuencias asociadas a elementos genéticos moéviles tales como
transposasas e integrasas y regiones que codifican tRNAs cercanas a los genes PHB (Fig.

2).

De las cepas analizadas de P. aeruginosa 24 provenian de aislamientos clinicos de
pacientes con diferentes enfermedades incluyendo cancer, infecciones urinarias,
respiratorias, intestinales, de muestras de sangre y quemaduras. Una de las cepas no

contaba con la informacion referida a la fuente del aislamiento.
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P. fluorescens

Esta especie mostré un alto numero de cepas (31) que presentaron el gen phbC. El
analisis mostro6 que todas las cepas poseen ambos grupos de genes relacionados con
el metabolismo del PHAcc, phbRBAC y phbFPX (Fig. 2). Cabe destacar que ninguna
de las cepas presentd los genes que codifican fabl, ack y pta en P. extremaustralis. En

algunas de las cepas se encontraron genes que codifican integrasas y en otras 2 tRNA
(Fig. 3).

En su gran mayoria los aislamientos fueron obtenidos de muestras de suelo, 2
provienen de aguas subterrdneas (FW300-N2E3, S613), mientras que una cepa
(G20-18) fue aislada de una hierba artica. La especie P. fluorescens incluye muchas

cepas de interés como promotoras de crecimiento vegetal (Hol et al., 2013).
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(*) P. fluorescens NCIMB 11764; P. fluorescens C3.

(**) P. fluorescens FW300-N2E3; P. fluorescens LY3.

(***¥) P. fluorescens PS900; P. fluorescens PS726; P. fluorescens PS861; P. fluorescens PS861; P. fluorescens PS704; P.
fluorescens PS676; P. fluorescens PS858; P. fluorescens PS928; P. fluorescens PS723; P. fluorescens PS691; P. fluorescens
PS874; P. fluorescens G20-18; P. fluorescens PS903; P. fluorescens PS943; P. fluorescens PS850; P. fluorescens PS838; P.
fluorescens PS833; P. fluorescens PS914; P. fluorescens PS870; P. fluorescens PS710; P. fluorescens PS639; P. fluorescens
PS862.

Fig. 3. Comparacidn de la regiéon genémica que contiene el gen phbC en distintas cepas de P. fluorescens
con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBACy phbFPX) y otros genes
de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica presencia o ausencia de genes
y no su orientacién o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican que en los genomas de varias
cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares. Los niimeros en el interior indican
el nimero de copias del gen.
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P. arsenicoxydans

Esta especie de Pseudomonas posee la capacidad de oxidar arsenito (Campos et al.,
2010). El cluster phbRBAC se encontr6 completo en las 3 cepas analizadas, mientras
que solo P. arsenicoxydans CECT 7543 presento el cluster phbFPX (Fig. 4). Esta cepa
posee duplicado el gen phbR. La cepa ACM1 también present6 dos copias de este
regulador en su genoma. En ninguna de las comparaciones se encontraron los genes
que codifican fabl, ack y pta presentes en P. extremaustralis. En las cepas CECT7543

y E3 presentaron un gen que codifica para tRNA en la regién cercana a los genes

PHB.
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Fig. 4. Comparacién del entorno de la sintasa phbC responsable de la sintesis de PHB entre P.
arsenicoxydans y P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC y
phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica
presencia o ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican
que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares.
Los nimeros en el interior indican el nimero de copias del gen.

P. pelagia, P. putida, P. caspiana, P. brassicacearum

En P. pelagia CL-AP6, se encontraron los dos clusters de genes PHB (phbRBAC y
phbFPX). El entorno es bastante similar al de P. extremaustralis, presentando
ademas de los genes vinculados a la sintesis de PHB los genes fabl, ack y pta (Fig.
5). No se detectaron transposasas o integrasas, pero si un tRNA. Llamativamente,
P. pelagia CL-AP6 es una especie ambiental aislada del alga Pyramimonas gelidicola

que crece en la Antartida.
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Fig. 5. Comparacién del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de varias
especies de Pseudomonas con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB
(phbRBAC y phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La
figura indica presencia o ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los
asteriscos indican que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se
detectan genes similares. Los niumeros en el interior indican el nimero de copias del gen.

P. putida MC4-5222 presento los dos clusters de genes PHB (phbRBAC y phbFPX) y

una integrasa en la regién cercana (Fig. 5). Esta cepa fue aislada de suelo.

P. caspiana OWC3, aislada de hielo de la isla Axel Heiberg en Canada y P. syringae
Rig4, un aislamiento de suelo, presentaron los dos grupos de genes PHB completos

(Fig. 5). En P. syringae Riq4, se observo la duplicacion de los genes phbR'y phbC.

Las cepas de P. brassicacearum 37D10 y 38D4, aisladas de suelo de Wyoming, USA,
solo mostraron el cluster phbRBAC relacionado con el metabolismo de PHB y en la
cepa 38D4 no se detecté el phbR. Esta cepa también mostr6 un gen que codifica un

tRNA en las cercanias (Fig. 5).
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En las cepas pertenecientes a las especies P. putida, P. caspiana, P. syringae y P.
brassicacearum en las que se encontraron los genes PHB, no se detectaron los

genes fabl, ack y pta (Fig. 5).

P. frederiksbergensis

Las 8 cepas de P. frederiksbergensis mostraron los dos clusters de genes PHB, no asi
el resto del entorno genético (Fig. 6). Cabe mencionar que P. frederiksbergensis
36C6 se destaca por tener los genes involucrados en la sintesis de PHB duplicados

(Fig. 6). Solo en la mitad de las cepas fue posible la deteccién de tRNA (Fig. 6).

En las cepas de esta especie analizadas no se encontraron los genes fabl, ack y pta

(Fig. 5). Todos los aislamientos son provenientes de suelo.

phbB acetoacetil reductasa
phbA beta ceto tiolasa
m . . . phbC Sintasa de clase 1
. Glutamato permeasa
B el
. ack
pta
PhbX
Integrasa
Transposasa
tRNA-Pro

. Transportador de tipo ABC
Glicosil hidrolasa
phbR

£

P. extremaustralis 14-3b

P. frederiksbergensis BS3655 (*)
P. frederiksbergensis AS1 (**)

EREN swr
EENEN pwr

P. frederiksbergensis 36C6 2 2 2

(*) P. frederiksbergensis 37A10; P. frederiksbergensis 39A2; P. frederiksbergensis PgKB32
(**) P. frederiksbergensis 38F7; P. frederiksbergensis 94G2

Fig. 6. Comparacién del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
frederiksbergensis con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC
y phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica
presencia o ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican
que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares.
Los numeros en el interior indican el nimero de copias del gen.
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P. lini

Las 6 cepas de P. lini fueron aisladas de muestras de suelo. Se detecta una gran
similitud entre ellas. Todas presentaron los dos clusters de genes relacionados con
la produccion de PHB completos (phbRBAC y phbFPX). No se detectaron en las

cercanias elementos genéticos mdviles (Fig. 7), ni tampoco los genes fabl, ack y pta.
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Fig. 7. Comparacion del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P. lini
con P. extremaustralis14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC y phbFPX) y otros
genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica presencia o
ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican que en los
genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares. Los nimeros
en el interior indican el nimero de copias del gen.

P. mandelii

Se hallaron 11 cepas que poseen genes relacionados con la sintesis de PHB, 2 ellas
fueron aisladas de agua mineral (JR-1, DSM 17967), 1 en leche (WS 5114), 1 de la
isla King George en Antartida (KGI_MA19), 1 fue aislada sobre hielo (OWC5), 1 de
sedimentos marinos (6A1), 1 del Potato Research Centre en Canada (PD30), 1 agua

subterranea de pozos cerca de un depoésito de desechos radiactivos liquidos (B2/38-

112



Q-II1) yen 3 de ellas no se reporta su procedencia (LMG 21607, NBRC 103147, YF10-

2(1) 51), indicando que se encuentran en diversos habitats.
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(*) P. mandelii OWCS5; P. mandelii KGI_MA19; P. mandelii WS 5114; P. mandelii B2 /38-Q-I1],
(**) P. mandelii PD30, P. mandelii YF10-2(1) 51;
(***) P. mandelii DSM 17967

Fiq. 8. Comparacién del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
mandelii con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBACy phbFPX)
y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica presencia o
ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican que en los
genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares. Los nimeros
en el interior indican el nimero de copias del gen.

Nueve de estas cepas presentaron los dos grupos de genes PHB ((phbRBAC y
phbFPX), y en dos de ellas (DSM17967 y 6A1) no se detect6 el cluster phbFPX (Fig.
8).

En cuanto a los genes que codifican elementos genéticos moviles, se encontraron
transposasas en 2 de las cepas (DSM17967 y LMG 21607) y genes que codifican
tRNAs en todas las cepas, encontrandose duplicados en algunas de ellas (Fig. 8).
Como se menciono, los tRNAs suelen encontrarse asociados a islas genémicas. En las

cepas de esta especie analizadas no se encontraron los genes fabl, ack y pta (Fig. 8).
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P. oleovorans

Las 6 cepas halladas mostraron una gran similitud con P. extremaustralis 14-3b en
toda la region gendmica. Se encontraron los dos clusters de genes PHB completos y
el grupo de genes que comprende fabl, ack y pta. Ademas, se observaron genes que
codifican un transportador de tipo ABC, que también se encuentra en las cercanias
de los genes PHB en P. extremaustralis 14-3b y un gen que codifica una glicosil
hidrolasa. También se encontré el gen que codifica la enzima glutamato permeasa
en 4 de las cepas (Fig. 9). Se observaron genes que codifican integrasas y
transposasas en varias de las cepas (Fig. 9). En cuanto a la fuente de aislamiento, 1
fue aislada de un rio (East River isolate A), 4 son de origen desconocido (RS1, NBRC

13583, NCTC10692, DSM 1045) y 1 de un ambiente hospitalario (PO_271).
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Fig. 9. Comparacién del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
oleovorans con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC y
phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica
presencia o ausencia de genes y no su orientacidn o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican
que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares.
Los numeros en el interior indican el nimero de copias del gen.
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P. pseudoalcaligenes

Se encontraron en el andlisis cinco cepas de P. pseudoalcaligenes, la procedencia de
los aislamientos es diversa, dos de los cuales no se encontré informacion, una fue de

saliva de mujer, aguas residuales, drenaje sinusal.

g g
< g -
2 = T 9 ]
v = & © 2
i T s ¢ &
S g £ = 2
Tz 2l : 3 ;8.
= = Kl
: Z : £ 2 I
? -~ "
£ : x 23 g £3 s 533 PP
E £ $£§§% 8553 151if EF B
P. extremaustralis 14-3b [ | H E BB H n 4
P. pseudoalcaligenes GCF_000953455.1 [ | H B B B H B 2 2
P. pseudoalcaligenes CECT5344 [ ] H E BB H B 3
P. pseudoalcaligenes NCTC10860 H E EH B [ | 2
P. pseudoalcaligenes YK] H B B B |
P. pseudoalcaligenes NBRC 14167 HE R EE H

Fig. 10. Comparacion del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
pseudoalcaligenes con P. extremaustralis14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC
y phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica
presencia o ausencia de genes y no su orientacion o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican
que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares.
Los nimeros en el interior indican el nimero de copias del gen.

Al igual que P. oleovorans, las 5 cepas de P. pseudoalcaligenes mostraron una gran
similitud con P. extremaustralis. El andlisis realizado permitié detectar los dos
clusters de genes PHB completos y el grupo de genes que comprende fabl, ack y pta.
Enla cepa NBRC14167, sin embargo, no se detectaron secuencias homologas a phbR
y phbX (Fig. 10). El regulador phbR tampoco se detect6 en la cepa GCF_000953455.1
(Fig. 10). Ademas, se observo el grupo de genes que codifican el transportador de
tipo ABC, y un gen que codifica una glicosil hidrolasa en algunas de las cepas.
También se encontroé el gen que codifica la proteina glutamato permeasa en todas
las cepas (Fig. 10). Se observaron genes que codifican integrasas y transposasas en
la mayoria de las cepas (Fig. 10). En cuanto a la fuente de las cepas 1 fue obtenida de

saliva de mujer (GCF_000953455.1), 1 de un drenaje sinusal (NCTC10860), 1 de
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aguas residuales (YK]), 1 de sedimento de rio (CECT5344) y 1 en las que no se
reporta su procedencia (NBRC 14167). La cepa CECT5344 fue estudiada por su
capacidad de degradar cianuro y producir PHA (Manso Cobos et al., 2015).

P. stutzeri

En la Fig. 10, puede observarse la comparacién de P. stutzeri frente a P.
extremaustralis 14-3b, se encontraron 7 cepas que presentaron la sintasa de phbCy
el analisis del entorno mostro que la mayoria present6 los genes de phbRBAC y
phbFPX. También se observd similitud con el gen que codifica el glutamato permeasa
y los genes de fabl, ack y pta (Fig. 11). Se detectaron en casi todas las cepas genes
que codifican elementos genéticos moviles como integrasas, transposasas y en

algunos casos se detectaron 2, 3 y hasta 5 copias presentes.
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Fig. 11. Comparacién del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
stutzeri con P. extremaustralis14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBACy phbFPX)
y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica presencia
o ausencia de genes y no su orientacién o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican que en
los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares. Los
numeros en el interior indican el ndmero de copias del gen.
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La cepa que mostr6 mayores diferencias fue P. stutzeri 24a75 en la que solo se
detect6 la sintasa phbC y secuencias homologas a la glicosil hidrolasa
(CXK94_RS20085) y a la proteina de unién a ATP del transportador ABC
(multidrug ABC transporter ATP-binding protein, CXK94_RS20090) (Fig. 11). No

se detectaron elementos genéticos mdviles (Fig. 11).

Respecto a la naturaleza de los aislamientos en este caso son variados
encontrandose en sedimentos marinos (19SMN4), en suelos contaminados con
aceite (24a75), en suelo y raices de cultivos de plantas de arroz como también en

ambientes hospitalarios de cuidados intensivos (PS_050; PS_257; PS_366).

P. umsongensis
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Fig. 12. Comparacion del entorno genémico de genes involucrados en metabolismo de PHB de P.
umsongensis con P. extremaustralis 14-3b. Se muestran los dos grupos de genes PHB (phbRBAC y
phbFPX) y otros genes de las regiones cercanas que codifican distintas funciones. La figura indica
presencia o ausencia de genes y no su orientacidén o la distancia entre cada uno. Los asteriscos indican
que en los genomas de varias cepas (que se detallan al pie de la figura) se detectan genes similares.
Los numeros en el interior indican el nimero de copias del gen.
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Se encontraron 6 cepas de P. umsongensis que presentaron los dos clusters
relacionados con las sintesis de PHB (phbRBAC y phbFPX). El entorno genémico no
se encontrd conservado (Fig. 12). Sin embargo, en todos los casos fue posible
detectar la presencia de tRNAs. Si bien no se reporta para todas las cepas el origen
del aislamiento, tres se aislaron de muestras de suelos (GO16, xwS5, HM2). La cepa
tipo de esta especie Pseudomonas umsongensis 3-10T (=LMG 213177 =KACC 10847T)
fue aislada de suelo agricola de la region de Umsong en Korea (Kwon et al., 2003). Si

bien su genoma esta secuenciado no se detectaron los genes PHB.

Comparacion intraespecifica P. extremaustralis

Se analizaron los 15 genomas de P. extremaustralis que se encuentran depositados
en la base de datos NCBI. La comparacién de los mismos en cuanto al tamafio, % de
G+C, namero de secuencias codificantes (CDS), asi como el nivel alcanzado en la
secuenciacion (contigs, scaffolds o cromosoma) y la fuente de procedencia de cada
cepa se detalla en la Tabla 2. En primer lugar, se realizé una comparacién para ver
la similitud gendmica de las distintas cepas calculando el porcentaje de
hibridizacion DNA-DNA in silico y la identidad de nucledtidos promedio (ANI).
Ambos parametros constituyen los criterios actualmente utilizados para la
definicion de especie. Para considerar que una cepa pertenece a la misma especie
los valores utilizados son DDH>70% y ANI>96%. El % de hibridizacion DNA-DNA in
silico se calcul6 utilizando la herramienta Genome-to-Genome Distance Calculator
(ggdc) (Meier-Kolthoff et al.,, 2013; Meier-Kolthoff et al., 2022) disponible en la
pagina de la coleccién alemana de cultivo de microorganismos (DSMZ- Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). La comparaciéon se realizd
entre la cepa 14-3b y todas las cepas utilizando la formula 2 que es la recomendada
por la DSMZ. Se observé que el porcentaje de hibridizacion DNA-DNA (DDH) super6
el 70% para la mayoria de cepas, con excepcion de PgKB38 y LMO Bin1 cuyo %DDH
fue del 35% (Tabla 2). En concordancia, laidentidad de nucleétidos promedio (ANI),

fue superior al 98% en las cepas con % DDH>70%, mientras que para PgKB38 y LMO
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Bin1 el valor de ANI fue de 89 y 88,94%, respectivamente (Tabla 2). El analisis de
los genomas de PgKB38 y LMO Bin1 con la cepa 14-3b o con la especie tipo DSM
17835 mostré que estas cepas no pertenecen a la especie P. extremaustralis, dado
que tanto el porcentaje de hibridizacion DNA-DNA como ANI, presentaron valores
menores que los establecidos para el criterio de especie, por lo que fueron excluidas
del andlisis. Por otro lado, los genomas de las 5 cepas (4-aug_S1.019, 2-
no_aug_S1_021, 3-JJ_aug_S1_020, 1-no_shock _S1_024 y 5-aug S3_015) que fueron
reconstruidos a partir de metagenomas de digestores anaerdébicos (MAG), no estan

anotados (Tabla 2), por lo que tampoco fueron analizados.

Tabla. 2. Caracteristicas de las cepas de P. extremaustralis.

P. extremaustralis cepas|  Nivel Tamafio (Mb) |GC%| Acceso | CDS |DDH(%) | ANI(%) | Fecha |Procedencia

14-3 substr. 14-3b Contig (135) 6,59 607 | AHIPO1 | 5965 | 100 99,98 | 10/1/2012 |Charca temporaria Antartida

DSM 17835 Chromosome (1) 6,67 60,6 | LT629689.1 | 5973 100 100 | 20/10/2016 |Charca temporaria Antartida-DNA de cepa tipo

USBA 515 Scaffold (69) 6,14 609 | FUYI0L | 5468 93 99,24 | 4/3/2017 |Suelo dealtura (Cordillera delos Andes colombianos)
DSM 17835 Contig (152) 6,60 606 [ UYXUOL | 5963 | 100 99,99 | 28/1/2019 |Cepa tipo-Charca temporaria Antartida

DSM 17835 Contig (106) 6,60 60,6 | VFETOL | 5954 | 999 99,99 | 6/8/2019 |Cepatipo-Charca temporaria Antartida

PgKB38 Contig (8) 7,07 605 | VIFHO1 | 6289 | 354 89,00 | 24/9/2019 |Plantulas de Panax ginseng

LMO Binl Scaffold (77) 720 60,6 | SPUYO1 0 351 88,94 | 23/7/2020 |Sedimento marino, fosa de Marianas, cultivado alta presién
4-aug 51 019 Scaffold (133) 6,34 60,8 | JALHGPO1 0 91,2 99,09 | 8/4/2022 |Digestores anaerobios-MAG

2-no_aug S1 021 Scaffold (136) 6,43 60,6 | JALHEEOL 0 91,2 99,08 | 8/4/2022 |Digestores anaerobios-MAG

3)_aug S1 020 Scaffold (136) 6,41 60,7 | JALHFKO1 0 91,2 99,07 | 8/4/2022 |Digestores anaerobios-MAG

1-no_shock S1 024 Scaffold (179) 6,58 60,6 | JALHCZ01 0 90,8 99,06 | 8/4/2022 |Digestores anaerobios-MAG

5-aug_S3 015 Scaffold (941) 6,21 60,8 | JALHHYOL 0 90,5 99,03 | 8/4/2022 |Digestores anaerobios-MAG

2E-UNGS Chromosome (1) 637 60,9 | CP091043.1| 5666 | 915 99,11 | 3/8/2022 |Sedimentos de rio Reconquista, Argentina

Cswol Scaffold (184) 7,05 60 | JAQKGSOL| 6538 91 99,06 | 28/1/2023 |Lodos activados para degradacidn de paracetamol-Sevilla
1906 Contig (121) 6,30 60,5 | JARIXUOL | 5709 | 92,5 99,17 | 18/3/2023 |Estanques derelaves dearenas petroliferas-Canada

NQ5 Contig (95) 6,53 60,4 | JARBIROL | 5908 | 904 9898 | 4/4/2023 |Biorreactor de membrana

La informacién de los genomas fue obtenida del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). GC%: guanina mas adenina % molar. ANI%:
Identidad de nucleétidos promedio (Average nucleotide identity), MAG: Genoma ensamblado de metagenoma. DDH (%):
Hibridizacién DNA-DNA calculado con las herramientas de la pagina DSMZ, utilizando férmula 2 (recomendada). CDS: secuencias
codificantes. Fecha: liberacién para acceso publico.

Se analizaron entonces 7 genomas de P. extremaustralis en comparacién con la cepa
14-3b (DSM 25547) secuenciada en nuestro laboratorio. Existen 3 secuenciaciones

realizadas en distintos paises de la cepa DSM17835 (DSM 17835-Tipo1: DOE - JOINT
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GENOME INSTITUTE, USA; isolate DSM 17835T2: CEBITEC Universidad de Bielefeld,
Alemania y DSM 1783573: Technische Universitaet Muenchen, Alemania), aislada
también en nuestro laboratorio de una charca temporaria de la Antartida y descripta
como cepa tipo (Lopez et al., 2009). Por lo que se utiliz6 la cepa DSM17835T1 (Tabla

2) que posee el genoma cerrado para futuros analisis.

Busqueda de genes PHB

Se compararon los genes de produccion de PHAcc y las regiones adyacentes tal como
se hizo en la primera parte de este capitulo. Los resultados muestran que dichos
genes soOlo estuvieron presentes en los aislamientos procedentes de la Antartida

(Tabla 3). Se observé un alto grado de conservacion entre ambas cepas.

Tabla. 3. Comparaciéon de la regiéon gendémica conteniendo los genes PHB entre cepas de P.
extremaustralis

Gen o Producto génico 14-3b DSM 178357
1S1182 transposase

arcD

Ygdl/YgdR family lipoprotein

TolC

Membrane protein

Multidrug ABC transporter ATP-binding protein

glycoside hydrolase family 43 (HyID)

phbC PE143B_0105720 BLR63_RS16090
phbA PE143B_0105725 BLR63_RS16085
phbB PE143B_0105730 BLR63_RS16080
phbR PE143B_0105735 BLR63_RS16075

glutamate permease (g/tS)

enoyl|-ACP reductase (fabl/)

acetate kinase

phosphate acetyltransferase

phbX

PE143B_0105760

BLR63_RS16050

phbP

PE143B_0105765

BLR63_RS16045

phbF

PE143B_0105770

BLR63_RS16040

Proteina hipotética

Membrane protein

Integrase

Se indican los locus_tag que corresponden a los genes relacionados con la biosintesis

de PHB en cada cepa. Todos los genes mostrados son homologos.
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Busqueda de genes relacionados con la produccion de PHAcm

También se analizaron los genes involucrados en la producciéon de PHAcm en todas
las cepas de P. extremaustralis. A diferencia de otras bacterias del género
Pseudomonas, en P. extremaustralis el cluster de genes de PHAcm posee la
particularidad de estar interrumpido por una insercion de genes relacionados con
la produccién de fimbrias (Catone et al., 2014). Esta insercién de 7 marcos abiertos
de lectura (ORF-Open Reading Frames) se verific6 en todas las cepas de P.
extremaustralis (Tabla 4). Toda la regién genémica estd altamente conservada y
presenta alto grado de sintenia, mostrando alta homologia en los genes flanqueantes
(Tabla 4). A diferencia de lo observado en relacién con los genes PHB en este caso
no se observaron secuencias que codifiquen elementos genéticos moviles en la

proximidad de estos genes o asociados a los ORF relacionados con fimbrias.

Tabla 4. Organizacion genética de la region que contiene los genes relacionados con la produccion

de PHAcm en las distintas cepas de P. extremaustralis

Gen o producto génico 14-3b DSM17835' | USBAS15 | 2E-UNGS| Cswo1 1906 NQ5
hslU

Proteina conservada dominio DUF

phaCl PE143B_0104515| BLR63_RS20670 | B5D64_RS00260 |L1A22_12815| PL026_06305 | P3C26_25700 | PUN49_02785
phaZ PE1438_0104510| BLR63_RS20675 |B5D64 RS00255 |L1A22_12820| PLO26 06310 | P3C26_25695 | PUN49_14300
phaC2 PE143B_0104505| BLR63_RS20680 | B5DG4_RS00250 |L1A22_12825| PL026_06315 | P3C26_25690 | PUN49_14305
phaD PE1438_0104500| BLR63_RS20685 |B5D64_RS00245 |L1A22_ 12830 PLO26_06320 | P3C26_25685 | PUN49_14310

LuxR family transcriptional regulador
fimbrial protein
pilus assembly protein

pilus assembly protein
0-succinylbenzoate--CoAligase /fimbrial biogenesis outer
membrane usher protein

fimbrial protein

pilus assembly protein
phaF PE143_0104460| BLRG3_RS20625 |BSD64_RS00205 |L1A22_ 12870 PLO26_06360 | P3C26_25645 | PUN49_14350
phal PE1438_0104455| BLR63_RS20630 | BSD64 RS00200 |L1A22_12875| PLO26 06365 | P3C26_25640 | PUNAY_14355
proteina hipotética (probabl. phal)

ubiquinone biosynthesis methyltransferase UbiE

Se indican loslocus_tag que corresponden a los genes relacionados con la biosintesis

de PHAcm en cada cepa. Toda la region presentd algo grado de similitud.
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DISCUSION

Adquisicion de genes PHB por transferencia horizontal genética (THG)

La supervivencia bacteriana en ambientes desfavorables se basa en distintas
estrategias y en la posesion de determinadas caracteristicas para prosperar bajo
condiciones de estrés, entre ellas la presencia de genes particulares. Muchos de estos
genes pueden haber sido adquiridos a través de eventos de transferencia horizontal
genética (THG) (Dobrindt et al., 2004) y se postula que se mantienen en el genoma si
confieren alguna ventaja adaptativa al organismo receptor. En los procariotas se
conocen al menos tres mecanismos que posibilitan la adquisicién de material genético
foraneo: transformacidn, transduccién y conjugacion, ademas de diferentes elementos
genéticos maviles tales como transposones, integrones e islas genémicas. Como ha sido
mencionado anteriormente, la capacidad de acumular PHA ha sido reconocida como
una caracteristica que contribuye a la adaptabilidad y la supervivencia bacteriana
(Kadouri et al., 2005; Lépez et al., 1995; Ruiz et al., 2001; Ruiz et al., 2004), lo que
explicaria su mantenimiento en el genoma del organismo receptor. Varios estudios han
puesto en evidencia eventos de THG asociados con genes relacionados con la biosintesis
de PHA en diferentes especies bacterianas (Pettinari et al.,, 2003, Ayub et al., 2007;
Kadouri et al., 2005, Kalia et al., 2007). Estas evidencias incluyen: la observacion de
elementos genéticos mdviles, tales como transposasas, integrasas o secuencias de
insercién, en la misma region gendmica, la detecciéon de incongruencias entre los
arboles filogenéticos basados en el gen que codifica el 16S rRNA en comparaciéon con
los arboles basados en secuencias involucradas en la biosintesis de PHA, la variaciéon en
el contenido de G+C de los genes con respecto al resto del genoma, cambios en el uso
de codones y la deteccion de islas genomicas. Por ejemplo, en Azotobacter sp. FA8 se
detectaron de secuencias de insercion asociadas a los genes reguladores de biosintesis
de PHB (Pettinari et al., 2003). Asimismo, la construccién de arboles filogenéticos
basados en secuencias de 16S rRNA versus las de PhaC en Azotobacter vinelandii y
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Pseudomonas extremaustralis permitieron determinar que estas proteinas se
agrupaban en forma andémala, relacionandose con las (3-Proteobacteria, sugiriendo que
probablemente deriven de Burkholderiales (Ayub et al., 2007; Kadouri et al., 2005). La
construccion de arboles filogenéticos permitié también proponer la existencia de
eventos de transferencia horizontal de genes involucrados en la produccién PHAcc en
24 especies bacterianas tanto Gram positivas como Gram negativas (Kalia et al., 2007).
En P. extremaustralis, se pudo determinar que los genes phbBAC responsables de la
sintesis de PHB se ubican en una isla gendmica y presentan una estructura en mosaico
en la cual phbB y phbC derivaria de Burkholderiales mientras que el gen que codifica la
tiolasa, phbA tiene su origen en Pseudomonas (Ayub et al., 2007). El analisis del genoma
de P. extremaustralis permiti6 determinar que el grupo de genes phbFPX también
podria estar relacionado con [3-Proteobacterias y fue predicho como perteneciente a
una isla genémica (Catone et al., 2014).

La comparacién del genoma de varias cepas de una misma especie permite distinguir
entre el genoma esencial (o core) y el genoma accesorio (o pool flexible), formado por
elementos adquiridos que no son comunes a todos los integrantes de la especie. La
suma del genoma esencial y el accesorio de todas las cepas de una especie constituye el
pangenoma que se va incrementando a medida que se secuencian mas genomas. Las
islas genomicas, pertenecientes al pool genético flexible, codifican funciones que
pueden ser utiles para incrementar la supervivencia y adaptabilidad del organismo
portador (Hacker y Carniel, 2001). En P. extremaustralis los genes phb se encuentran en
una isla de adaptabilidad, y ha sido demostrado que confieren a este microorganismo
la capacidad de resistir multiples factores de estrés (Ayub et al., 2007, 2009; Tribelli y
Lépez 2011). Por otro lado, como se sefalé en el capitulo anterior de esta tesis el PHB
también fue fundamental para la resistencia a la exposicién UVA y para soportar el
estrés derivado de los cambios de pH.

La incapacidad de producir PHB en Pseudomonas se utilizaba como un rasgo negativo
de valor taxonomico (Kessler y Palleroni, 2000). La apariciéon de algunas especies
capaces de producirlo y la gran cantidad de genomas disponibles llevaron a plantear

como pregunta de esta tesis si la transferencia horizontal de genes PHB ocurre
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frecuentemente en especies de Pseudomonas teniendo en cuenta que confieren ventajas
adaptativas, basado sobre todo en las evidencias obtenidas del estudio de P.
extremaustralis. La gran cantidad de genomas de Pseudomonas disponibles en bases de
datos hizo posible una busqueda exhaustiva. Los genes PHB fueron hallados en 15
especies bien caracterizadas, ademas de P. extremaustralis y si bien se excluyeron de
este analisis, los genes PHB se encontraron también en los genomas de numerosas
cepas de Pseudomonas aun no caracterizadas a nivel de especie (Pseudomonas sp.), lo
que significa que los genes estan ain mas expandidos. La observacién de secuencias
que codifican elementos genéticos mdviles cercanos a los genes PHB en muchas de esas
especies sugiere que, al igual a lo observado en P. extremaustralis, estos genes podrian
haber sido adquiridos por transferencia horizontal y permanecieron en el genoma
debido a su capacidad de incrementar la supervivencia.

Los genes PHB se encontraron en varias cepas de P. aeruginosa, un patégeno
oportunista humano que se encuentra en el ambiente pero que puede causar
infecciones agudas y cronicas y es el mayor agente causal de la morbilidad y mortalidad
en pacientes con fibrosis quistica (FQ) o inmunocomprometidos (Gellatly y Hancock,
2013; Frimmersdorf et al., 2010). Este hallazgo puede ser de mucha relevancia ya que
podria significar que las cepas de P. aeruginosa que poseen los genes PHB estarian
mejor adaptadas y tendrian mayor resistencia a estrés en comparacidén con cepas
modelo de P. aeruginosa como PAO1 o PA14, que solo poseen los genes para la
biosintesis de PHAcm. Este hecho adquiere particular importancia dado que podria
generar resistencia aumentando el fitness de la bacteria en el ambiente hospitalario o
del hospedador, lo que podria generar complicaciones en tratamientos. En particular
tendrian importancia el aumento de la resistencia a antimicrobianos o los problemas
en dispositivos médicos, empeorando el cuadro clinico.

Un escenario similar se daria en P. syringae, un patégeno vegetal, en el que la habilidad
de producir PHB podria conferir una ventaja para la supervivencia en el ambiente y la
colonizacidn, infeccion y en virulencia en plantas. Esto tendria entonces relevancia

agricola si la cepa en cuestion afecta cultivos de importancia comercial.
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Por otra parte, la acumulacién de PHB se ha identificado como una propiedad fisiol6gica
clave que favorece la capacidad de promocién del crecimiento vegetal en Azospirillum
brasilense, contribuyendo también a la adaptacién en la rizosfera y la colonizacion de
raices (Fibach-Paldi, Burdman y Okon, 2012; Dobbelaere et al., 2001). También se ha
demostrado que inoculantes de Azospirillum preparados con células en condiciones de
acumulacién mostraron un aumento en el rendimiento de los cultivos vegetales
(Dobbelaere et al., 2001). En este trabajo de tesis, el analisis de los genomas permiti6
determinar la presencia de genes para la biosintesis de PHB en varias cepas de P.
fluorescens. Esta especie y el grupo P. fluorescens en general, que comprende varias
especies cercanamente relacionadas, alberga cepas que poseen la capacidad de
promover el crecimiento vegetal (Loper et al, 2012; Hol et al, 2013). Si bien la
funcionalidad de los genes PHB deberia ser probada experimentalmente, esto podria
ser de utilidad para la seleccién de bacterias del grupo P. fluorescens, que son
normalmente utilizadas como inoculantes en el agro, que posean capacidades
mejoradas en cuanto a la supervivencia y colonizacién de la rizosfera.

Otra cuestién que podria ser relevante para otras aplicaciones es la deteccion de
genes PHB en especies que podrian ser aplicadas en la biorremediacién de
contaminantes. En el caso de P. arsenicoxydans, una bacteria capaz de transformar

el arsénico, la adquisicion de estos genes por THG podria constituir una
caracteristica ventajosa para estas aplicaciones. En muchos casos la presencia del
contaminante genera una situacion de estrés que la bacteria tiene que enfrentar con
maquinaria especifica para la decontaminacién del compuesto. Otros genes que
favorezcan su supervivencia o tolerancia al estrés, como podria ser el caso de los
genes PHB, podrian contribuir a mejorar el desempefio del microorganismo

haciendo el proceso mas eficiente.

Por otro lado, estas bacterias también podrian ser utilizadas para la producciéon de
PHA a partir de residuos contaminantes. P. pseudoalcaligenes CECT5344 ha sido
utilizada en un tratamiento biolégico de las aguas residuales ricas en cianuro
procedentes de la industria de la joyeria acoplado a la produccién de PHA como

subproducto (Manso Cobos et al.,, 2015). Recientemente, ha sido sefialado que P.
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umsongensis puede degradar el tereftalato de polietileno (PET), un plastico derivado
del petrdleo y tiene los genes PHB y PHAcm (Narancic et al,, 2021). La busqueda de
organismos degradadores de plastico derivado del petréleo ha sido un tema de gran
interés en los ultimos afios, la utilizacién bacterias productoras de PHA combinando
las dos estrategias podria contribuir a solucionar problemas ambientales de

relevancia.

Genes PHAcc en P. extremaustralis

El analisis de los genomas de todas las cepas disponibles de P. extremaustralis mostro,
al igual que lo observado para otras especies, que no todas las cepas han adquirido los
genes de produccion de PHB. El andlisis de la procedencia de las distintas cepas mostro
la presencia de esta especie en diversos ambientes tales como plantas de tratamiento
de efluentes, digestores anaerébicos, suelo de altura en los Andes, rios contaminados,
etc. Sin embargo, los genes PHB solo fueron encontrados en las cepas procedentes de la
Antartida, lo que podria estar relacionado con la adaptabilidad a condiciones de baja

temperatura.

Genes PHAcm en P. extremaustralis

Resultados previos del laboratorio mostraron que el genoma de P. extremaustralis 14-
3b posee el grupo de genes PHB adquirido por THG, perteneciente al pool flexible y un
grupo completo de genes PHAcm tipico de Pseudomonas pertenecientes al denominado
genoma “core” y que ambos grupos de genes son funcionales (Catone et al., 2014). Por
otra parte, como se mencion6 los genes de produccion de PHAcm poseen la
particularidad de estar interrumpidos entre los genes phaD y phaF por 7 ORF que
codifican la produccién de fimbrias y que poseen similitud con (3- Proteobacterias
(Catone et al., 2014). En este trabajo la disponibilidad de varios genomas de P.
extremaustralis puso en evidencia la presencia de una alta conservacion y sintenia y la

presencia de la insercién de los 7 ORF relacionados con fimbrias en todas ellas. Esto
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indica que esta insercién probablemente surgié mas tempranamente en esta especie y
que por lo tanto se encuentra mas conservada. Es importante sefialar que en las otras
especies de Pseudomonas analizadas no se detect la presencia de la insercién en los
genes de PHAcm. Los genomas de cepas modelo de P. aeruginosa PAO1, P. putida
KT2440, P. fluorescens Pf-01, P. protegens Pf-5 y P. syringae pv. syringae B728a poseen
el tipico cluster de genes PHAcm (phaC1ZC2DFI), sin la interrupcién detectada en P.

extremaustralis

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que los genes PHB se encuentran
tanto en algunas cepas de Pseudomonas tanto ambientales como patdégenas
oportunistas humanas. En ambos casos la presencia de los genes PHB en su genoma
podria otorgar una mayor supervivencia en condiciones extremas dentro de un
ambiente inhdspito o poco propicio. Esto podria tener consecuencias sobre las
actividades humanas que en un caso serian beneficiosas o favorables y en el otro
desfavorables. En el caso de bacterias patogenas esta caracteristica se deberia tener en
cuenta en el disefio de estrategias para el control de enfermedades, mientras que en las
especies ambientales la presencia de genes PHB podria resultar favorable para
diferentes aplicaciones tales como la depuracién de contaminantes o la promocién de

crecimiento vegetal.
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CAPITULO 3

Analisis protedmico de P. extremaustralis14-3b en diferentes
condiciones de crecimiento que conducen a la acumulacion de
polihidroxialcanoatos.

OBJETIVOS PLANTEADOS

En este capitulo se trabajoé con el objetivo 3 de la tesis doctoral:

3. Analizar el proteoma de P. extremaustralis en distintas condiciones de
cultivo (relacion C/N, fase de crecimiento y aireacion) para determinar la
relevancia en el metabolismo de los distintos tipos de PHA.

La sintesis de diferentes tipos de PHA depende de las caracteristicas de las PHA
sintasas que pueden utilizar distintos mondémeros, dando una gran diversidad de
polimeros que pueden ser producidos. Los mondmeros para la biosintesis pueden
provenir de diferentes rutas metabdlicas. Se sabe que las condiciones de
crecimiento, los sustratos y otros factores influencian la producciéon de PHA, por lo
que su produccion depende de la fisiologia en su conjunto que determina que vias
metabolicas se activan. Las técnicas globales "6micas", como el analisis protedmico,

permiten el estudio de la fisiologia bacteriana desde un punto de vista integral.

En este capitulo se analiza el proteoma de P. extremaustralis en distintas fases de
crecimiento, condiciones de aireacidon y en medios de cultivo con distinta relaciéon
C/N, para evaluar la relevancia de estos factores en el metabolismo de los PHA y
determinar también las caracteristicas del entorno fisiolégico que conducen a la

produccion de los distintos tipos de polimeros.
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RESULTADOS

Cuantificacion y composicion de los monémeros de los diferentes tipos de PHA

El perfil protedmico de P. extremaustralis se analizé en distintas condiciones (Tabla
1) que fueron seleccionadas por su influencia en la produccion de distintos tipos de
PHA. La cuantificacion y el andlisis de la composicion monomérica de los PHA se
realiz6 por cromatografia gaseosa (GC) a partir de las mismas muestras utilizadas

para el analisis prote6mico.

Tabla.1. Condiciones de cultivo para el andlisis proteémico de P. extremaustralis

Medio de Fase de Condiciones de Relacion
Cultivo Crecimiento Aireacion C/N
LBO Estacionaria Aerdbica 4,5

NEO Exponencial Aerdbica 8,5

NEO Estacionaria Aerdbica 8,5
NEOm Estacionaria Microaerobiosis 8,5

LBO: LB adicionado con octanoato de sodio, NEO: 0.5NE2 adicionado con octanoato de sodio, NEOm:
NEO adicionado con octanoato de sodio y KNOs en microaerobiosis.

P. extremaustralis acumulé ambos tipos de polimeros, PHB y PHAcm, cuando se
afiadid octanoato de sodio al medio de cultivo (Fig. 1). La acumulacién de PHAcm,
compuestos por monoémeros C6 y C8, fue menor en todos los medios de cultivo y
condiciones analizadas en comparacion con la acumulaciéon de PHB (Fig. 1). La
produccion de PHB fue significativamente mayor en LBO 49,22 % que en cultivos

NEO 29,34 % (test de Student, P<0,05). Se observo la tendencia opuesta para los
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PHAcm que mostraron una mayor acumulacién en medio NEO aerdbico respecto del
LBO, tal como se mencioné en el capitulo 1. En condiciones de microaerobiosis
(NEO) se observé una fuerte disminucion en el contenido de PHB (14,15%) en
comparacién con las condiciones aerébicas (P<0,05). También se alcanzé un mayor
contenido de PHAcm en NEO (4,71 %) en condiciones aerdbicas, mostrando
diferencias significativas con la acumulacién en condiciones microaerobias 1,63%
(P<0,05). La acumulacién en fase exponencial en medio NEO fue mucho menor para
ambos tipos de polimeros que para fase estacionaria (datos no mostrados). Los
valores obtenidos resultaron similares a los reportados previamente en nuestro
laboratorio para cultivos de P. extremaustralis de 8 h en medio NEO que
correspondierona 13,60 +1,40 % de peso seco celular de PHB y 3,40+0,30 % de peso
seco celular de PHAcm (Catone et al,, 2014).

En resumen, las condiciones de aerobiosis generaron mayor acumulacién de ambos
tipos de polimeros que las de microaerobiosis. El contenido de PHAcm se
increment6 al incrementar la relacién C/N, mientras que la acumulaciéon de PHB se
vio favorecida en LBO con menor relacion C/N. Si bien se obtuvieron diferencias
significativas en los valores de PHB entre LBO y NEO, en ambos casos la acumulacién
fue alta lo que indica que la biosintesis estuvo activa en ambas condiciones, pero el

medio LBO favoreci6 su biosintesis incrementando el contenido de este polimero.
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Fig. 1. Medicién de PHA por cromatografia gaseosa en P. extremaustralis en condiciones de fase
estacionaria. Las barras representan media * desviacion estandar de 3 cultivos independientes.

Analisis comparativo de los perfiles proteicos de P. extremaustralis en

diversas condiciones de cultivo

En base a los resultados relacionados con la producciéon de PHA se postula que las
proteinas relacionadas con la biosintesis de los distintos tipos de polimeros se
expresaran en forma diferencial en las distintas condiciones de cultivo. Para
caracterizar el estado fisiol6gico que conduce a la produccién de PHA, se realiz6 un
analisis protedmico en las diferentes condiciones de crecimiento. En el total de
comparaciones realizadas se identificaron alrededor de 1650 proteinas que
representan aproximadamente el 28% del total de secuencias que codifican
proteinas en el genoma de P. extremaustralis 14-3b (total 5921proteinas predichas
segln la base de datos NCBI). Las comparaciones se realizaron de a pares entre
condiciones para identificar diferencias en los perfiles proteicos relacionadas con
tres factores principales: 1. Relacion C/N, 2. Fase de crecimiento y 3. Condiciones de
aireacion. Los datos se analizaron con el software Perseus para detectar las

proteinas diferencialmente expresadas entre condiciones con sustento estadistico.
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Se consideraron como proteinas diferencialmente expresadas en una condicién con
respecto a la otra todas aquellas que presentaron un cambio en los niveles de
expresion de al menos 2 veces (Fold change >2) y un valor estadisticamente
significativo (P<0,05). También se incluyeron en el andlisis proteinas detectadas en
todas las réplicas bioldgicas de una condicion, pero no detectadas en ninguna réplica
biolégica bajo la otra condicién, denominadas como proteinas ON / OFF (Nilsson et

al, 2019).

Analisis del proteoma en medio NEO vs. LBO en fase estacionaria de

crecimiento y condiciones de aerobiosis

En primer lugar, se analiz6 el efecto de la relacién C/N mediante la comparacion
entre y el medio NEO con baja concentracion de N, que conduce a la acumulacién del
polimero en Pseudomonas (Huisman et al,, 1991) y LBO un medio de cultivo con alto
contenido de nutrientes adicionado con octanoato de sodio. Los cultivos se
desarrollaron en las mismas condiciones de aireacién y temperatura durante 24 h

que corresponde a la fase estacionaria de crecimiento.

Las proteinas diferencialmente expresadas obtenidas del analisis realizado con el
programa Perseus se muestran en las Tablas 1Ay 2A del anexo. Se encontraron 115
proteinas que presentaron mayor expresion en NEO con respecto a LBO,
representadas en el cuadrante derecho del Volcano Plot (Fig. 2). Ademas, se
detectaron 18 proteinas dentro de las observadas en una sola condicion (ON)
resultando en un total de 133 proteinas sobre-expresadas en NEO (Tabla 1A del

anexo), de las cuales 9,02 % corresponde a proteinas hipotéticas.
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Fig. 2. Volcano Plot. Representa los niveles de expresidn de proteinas de P. exremaustralis en medio
NEO con respecto a LBO en condiciones aerdbicas y fase estacionaria de crecimiento. Ns: nimero de
proteinas sobre-expresadas (verde). Nr nimero de proteinas reprimidas (rojo). Cada punto del
grafico representa una proteina. En color gris proteinas sin cambio de expresion.

Entre las proteinas sobre-expresadas se identific6 la polimerasa, PhaCl
(AOAO023CFE4) con valores de log2 de veces de cambio de 1,06. Ademas, se observo
que la fasina, PhaF (AOA023CFL9) mostr6 expresion aumentada (logz de veces de
cambio=1,16). Ambas proteinas estan involucradas en la sintesis de PHAcm. Como
el andlisis puede interpretarse en los dos sentidos, la sobre-expresion en el medio

NEO indica su represién o menor expresion en LBO.

Dentro de las proteinas con mayor expresion en NEO también se encontraron
algunas relacionadas con el metabolismo central como las subunidades A y B del

piruvato carboxilasa (A0A023C8G1, A0A023C8E2, Tabla 2A), enzimas que

participan en reacciones anapleroticas.
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El andlisis de proteinas ON mostré que la PhaC2 se encuentra expresada en NEO y
no expresada en LBO. Este analisis puso también en evidencia el cambio de
expresion de algunas proteinas relacionadas con el metabolismo central o que
involucran la provisibn de sustratos intermediarios para la sintesis de
polihidroxialcanoatos. Entre ellas, la glucosa-6-fosfatol-deshidrogenasa
(AOA023CB80), que es un tipo de oxidorreductasa que forma parte de la via
metabdlica de las pentosas fosfato, catalizando la oxidacion de glucosa 6-fosfato a 6-
fosfogluconolactona, la 3-hidroxiacil deshidratasa, FabZ (AOA023CEF5), clasificada
dentro de las liasas, interviniendo en la sintesis de acidos grasos (EC 4.2.1.59) y la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa [NAD(P)+](A0A023CA93), involucrada en el
metabolismo de los glicerofosfolipidos, que forma parte del metabolismo de los

lipidos de membrana.

El analisis realizado permiti6 identificar ademas 101 proteinas (cuadrante superior
izquierdo, Volcano Plot Fig. 2) con expresion disminuida en el medio NEO. Ademas,
se detectaron 9 proteinas ausentes en esta condicién (OFF) dando un total de 110
proteinas sobre-expresadas en LBO (Tabla 2A del anexo), de las cuales un 8,18 %

corresponde a proteinas no caracterizadas aun (hipotéticas).

Entre las proteinas reprimidas relacionadas con el metabolismo de los PHAcc se
detectaron la sintasa PhbC (AOA023CED3) con una razén de cambio logz =-1,59, lo
que significa una disminucién en su expresion de 3,01 veces con respecto a la otra
condicidn, la proteina Acetil-CoA acetiltransferasa o tiolasa PhbA (A0A023CEB7)
con un valor logz de veces de cambio igual a -2,14 y otra acetil-CoA acetiltransferasas
o tiolasa (AtoB). Estas enzimas condensan 2 moléculas de acetil-CoA dando
acetoacetil-CoA. Ademads, se detectd sobreexpresada en esta condicion la

acetoacetil-CoA reductasa, PhbB (A0OA023CE26) logz2=-1,04 (Tabla 1A).

También se encontré con expresion disminuida un componente de la enzima
piruvato deshidrogenasa (AOA023CB15). Entre las OFF se detectaron dos proteinas
(AOA023C1Q2 y AOA023CB79) correspondientes a distintos componentes de la

enzima piruvato deshidrogenasa.

134



Estos anadlisis apoyan los resultados obtenidos por cromatografia gaseosa donde se
observoé que el incremento en la relacién C/N en los medios de cultivo, favorece la
producciéon de PHAcm. Los resultados también muestran que en LBO se favorece la
sintesis de PHB. Con respecto a las vias metabdlicas centrales la disminucién de
varios componentes de la enzima piruvato deshidrogenasa sugieren que la sintesis
de acetil-CoA necesaria para la sintesis de PHB estaria desfavorecida en medio NEO

lo que indica que estaria aumentada en LBO.

Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas

Las proteinas que presentaron expresion diferencial se analizaron con el software
Panther (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships). Este andlisis se
basa en la denominada ontologia génica (en inglés Gene Ontology cuya sigla es GO) y
fue disefiado para clasificar las proteinas (y genes) en cualquier organismo. Esta
clasificacion se basa en conceptos clave en biologia molecular, como son la funcién
molecular de los productos génicos, su rol en los procesos biolégicos y los tipos de
proteinas. La clasificacidn por categorias se baso6 en P. aeruginosa, por ser una de las
especies mas estudiadas, justamente esta también incluida en la mayoria de los
programas para realizar este tipo de analisis. P. extremaustralis presenta algunas
caracteristicas diferenciales con respecto a P. aeruginosa, por lo que el analisis en
algunos casos no permite incluir todas las secuencias, por este motivo
posteriormente se realizé una clasificacion manual. En todos los casos se filtraron
mediante una funcidn del programa las proteinas a las que no se les pudo asignar
una funcién dentro de cada uno de los grupos analizados. Si bien las categorias
obtenidas del analisis son muy amplias, permitieron obtener una primera
aproximacion y el panorama general de las funciones de interés para ordenar los

resultados obtenidos.
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PANTHER GO-Slim Molecular Function PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 102 Total # function hits: 64 Total # Genes: 71 Total # function hits: 42

A. Sobreexpresadas B. Reprimidas
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Fig. 3. Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO vs. LBO en
fase estacionaria de P. extremaustralis por funcion molecular. A. Sobre-expresadas, B.
Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO obtenidos de Panther.

En el analisis por Funcion molecular (Fig. 3) se observé que la categoria que agrup6
un mayor numero de proteinas correspondié a actividad catalitica (catalytic
activity) representando un 58,9 % entre aquellas proteinas con expresion
aumentada en NEO y 61,9% entre las con expresion disminuida. La siguiente
categoria con mayor representacion correspondio a proteinas de unién a DNA
(binding) tanto entre las sobre-expresadas como entre las reprimidas (Fig. 3). Es
interesante mencionar que entre con expresion aumentada se encontro la categoria
que involucra transporte (transporter activity) sugiriendo la mayor activacion de
sistemas relacionados con la captacion de nutrientes en el medio que posee mayor

desbalance C/N.

La clasificaciéon por procesos bioldgicos (biological process) realizada mostré que la
mayor cantidad de proteinas se pudieron clasificar en las categorias procesos
celulares (cellular process) y procesos metabolicos (metabolic process)

representando el 44,8% para ambas categorias entre las sobre-expresadas y 46% y
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44%, respectivamente, entre las reprimidas (Fig. 4). Se observé también que la
categoria localizaciéon se encontr6 presente solo entre las sobre-expresadas
incluyendo el citocromo c oxidasa, ubicado en la membrana celular y entre las

reprimidas la categoria respuesta a estimulos que incluyo por ejemplo la catalasa.

PANTHER GO-Slim Biological Process PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 102 Total # process hits: 87 Total # Genes: 71 Total # process hits: 50

A. Sobreexpresadas B. Reprimidas

biological requlation (GO:0065007)
cellular process (GO:0009987) o
localization (GO:0051179) ]
metabolic process (GO:0008152)
response to stimulus (GO:0050396)

Fig. 4. Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO vs. LBO de
P. extremaustralis por procesos biologicos. A. Sobre-expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las
categorias y términos GO obtenidos de Panther.

El tercer analisis corresponde a la clasificacién de tipos de proteinas representadas

dentro de las diferencialmente expresadas en medio NEO.
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Fig. 5. Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO vs. LBO de
P. extremaustralis por clase de proteina. A. Sobre-expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las
categorias y términos obtenidos de Panther DB.

La categoria con mayor representacion correspondi6 a enzimas que participan en la
interconversion de metabolitos (metabolite interconversion enzyme) tanto entre las
con expresion aumentada como entre las disminuidas en NEO (Fig. 5). Se observd
un mayor numero de categorias entre las sobre-expresadas y nuevamente mayor

representacion de proteinas involucradas en transporte y chaperonas (Fig. 5).
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Analisis del proteoma en medio NEO en fase estacionaria y exponencial de

crecimiento y condiciones de aerobiosis

En segundo lugar, se analizaron las diferencias en la expresion de proteinas
utilizando el medio de cultivo NEO en diferentes etapas de crecimiento, la fase
estacionaria (NEO-est.) en comparacion con fase exponencial (NEO-exp.). Como se
mencion6 en Materiales y Métodos, los cultivos en fase exponencial se cosecharon
aproximadamente a las 7 h de crecimiento y alcanzaron una DOsoonm = 0,5-0,6. Los
cultivos en fase estacionaria (24 h) presentaron valores de DOsoonm comprendidos

entre 4 y 4,5 para las 3 réplicas analizadas.

En la Fig. 6 se puede observar el andlisis de proteinas diferencialmente expresadas
entre condiciones. Se hallaron 109 proteinas que estuvieron sobre-expresadas en
fase estacionaria en comparaciéon con exponencial. Ademas, se identificaron 110
proteinas ON dando un total de 219 proteinas con expresion aumentada en fase
estacionaria en relacibn a la fase exponencial, de las cuales el 7,80 %
correspondieron a proteinas hipotéticas (Tabla 3A del anexo). Entre las proteinas
sobre-expresadas se encontraron proteinas asociadas a la biosintesis de ambos
tipos de polimeros (PHAccy PHAcm) que incluyeron la polihidroxialcanoato sintasa,
PhbC, las fasinas, PhbP y PhaF, también la Acetil-CoA acetiltransferasa
(AOAO23CEB7), 3-cetoacil-ACP  reductasa /acetoacetil CoA reductasa
(AOA023CE26), 3-cetoacil-CoA tiolasa y Enoil-CoA hidratasa que participa en la {3

oxidacion de acidos grasos (Fig. 6; Tabla 3A del anexo).

También encontramos dentro de los genes asociados con la sintesis de PHB, el gen
que codifica PhbX, denominada asi en P. extremaustralis porque ain se desconoce
su funcién (Catone et al., 2014). En otras bacterias este gen esta anotado como
polimerasa o depolimerasa. También se encontraron 3 proteinas codificadas por
genes conservados (mencionados en el capitulo 2, ubicados en la misma regién
genodmica que phbX): pta que codifica la enzima fosfato acetiltransferasa (EC
2.3.1.8), el gen ackA, que codifica un acetato quinasa y finalmente un gen que codifica

la enoil-ACP reductasa [NADH] (EC 1.3.1.9), involucrada en la biosintesis de acidos
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grasos FAS II. La fosfato acetil transferasa y la enoil ACP reductasa estuvieron sobre-
expresadas en fase estacionaria (Tabla 3A del anexo). También se encontraron entre

las proteinas ON la PhaC1 y PhaC2 (Fig. 6; Tabla 3 del anexo),

Por otra parte, se determinaron 104 proteinas con expresion disminuida en NEO-
est. con respecto a exponencial (Tabla 4A del anexo) y 2 proteinas OFF, dando un
total de 106 proteinas. De éstas, s6lo el 2,83% de proteinas se encontraron entre las
hipotéticas. Entre las proteinas con expresién disminuida se encuentran numerosas
proteinas ribosomales indicando la menor actividad de sintesis de proteinas en fase

estacionaria (Tabla 4A).
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Fig. 6. Volcano Plot. Representa los niveles de expresién de proteinas de P. exremaustralis en medio
NEOQest. con respecto a NEOexp. en condiciones aerdbicas. Ns: nimero de proteinas sobre-
expresadas (verde). Nr: nimero de proteinas reprimidas (rojo). Cada punto del grafico representa
una proteina. En color gris proteinas sin cambio de expresion.
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Los datos obtenidos fueron consistentes con estudios previos de produccién del
polimero que sefialan que la sintesis de los polihidroxialcanoatos no ocurre en
etapas tempranas de crecimiento, por lo cual se detect6 mayor abundancia de
proteinas relacionadas a la sintesis de ambos tipos de PHA en fase estacionaria

(NEO-est.).

Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en

NEOest. vs. NEOexp.

Como en la condiciéon anterior, se analizaron las proteinas diferencialmente

expresadas (aumentadas y disminuidas con respecto a fase exponencial).

Por funciéon molecular las proteinas fueron clasificadas en 7 categorias, la mas
representada entre las detectadas con expresion aumentada correspondié a
actividad catalitica (catalytic activity) con el 71%, seguida por proteinas de unién
(binding) con un 18,8% (Fig. 7). Entre las proteinas con expresion disminuida la
categoria mas representada correspondi6 a la denominada actividad estructural de
las moléculas (structural molecule activity) con el 38,6 % que incluye proteinas
ribosomales tanto relacionadas con la subunidad 30S como 508, tales codificadas
por los genes rplB, rplC, rplN, rplS, rpsB, rpsG, entre otras (Fig. 7). Siguieron en
importancia proteinas de union (binding) con el 30,1 % y finalmente las de actividad

catalitica (catalytic activity) con el 19,3 % (Fig. 7).
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PANTHER GO-Slim Molecular Function PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 136 Total # function hits: 69 Total # Genes: 95 Total # function hits: 83

A. Sobreexpresadas B. Reprimidas

Fig. 7. Clasificacidon funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en fase
estacionaria vs. exponencial de P. extremaustralis. Funcién Molecular de proteinas. A. Sobre-
expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO obtenidos de Panther.

El mismo andlisis se realizé6 para los procesos biolégicos que comprendié 5
categorias. Las proteinas que mostraron sobre-expresion para el medio NEO-est, se
agruparon con igual proporcién en procesos celulares y metabdlicos (44,7%)
agrupando muchas relacionadas con la biosintesis de aminoacidos como glutamato,

arginina y triptéfano.

En el caso de las proteinas con expresion disminuida la categoria que comprendié
los procesos celulares (cellular process) agrupé el mayor nimero con un 50% e
incluy6 por ejemplo muchas proteinas ribosomales, la subunidad A de la girasa y
chaperonas como DnaJ y GroS, entre otras. Siguié en importancia la categoria
procesos metabolicos (metabolic process) con el 35,3% agrupando también varias
proteinas ribosomales (Fig. 8). En esta condicién también se observd una mayor
proporcion de proteinas con una localizaciéon particular como citocromos o

proteinas de membrana externa.
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Fig. 8. Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en fase
estacionaria vs. exponencial de P. extremaustralis. Procesos Biologicos en el que participan las
proteinas. A. Sobre-expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO
obtenidos de Panther

El andlisis del tipo de proteinas presentes en NEO en fase estacionaria mostré 8
categorias entre las con expresion aumentada y 9 entre las con expresion
disminuida en fase estacionaria. Entre las proteinas sobre-expresadas la categoria
que agrup6é un mayor numero fue la relacionada con la transformacién de
metabolitos (metabolite interconversion enzyme) (Fig. 9). Entre las reprimidas o con
menor expresion en medio NEO-est. estuvieron aquellas vinculadas a la traduccién
(translational protein) indicando que la sintesis de proteinas es mas activa en fase
exponencial, luego le siguio la categoria metabolite interconversion enzyme (Fig. 9).
También se observo en esta comparacidén la categoria que agrupa las proteinas con

funcion chaperona (Fig. 9).
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Fig. 9. Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en fase
estacionaria vs. exponencial de P. extremaustralis. Clase de proteinas. A. Sobre-expresadas, B.
Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO obtenidos de Panther.

Andlisis del proteoma en medio NEO en aerobiosis y microaerobiosis (NEOA

vs NEOM) en fase estacionaria

A fin de determinar el efecto de la aireacién sobre la expresion de proteinas en
medio NEO se compararon los perfiles proteicos en condiciones de aerobiosis, que
fueron logradas como se describié en materiales y métodos, variando la relacion
medio de cultivo/volumen del recipiente y agitaciéon en cultivos aerdbicos y

microaerdbicos.
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Fig. 10. Volcano Plot. Representa los niveles de expresion de proteinas de P. exremaustralis en
medio NEO en condiciones de aerobiosis vs. microaerobiosis. Ns: nimero de proteinas sobre-
expresadas (verde). Nr: niimero de proteinas reprimidas (rojo). Cada punto del grafico representa
una proteina. En color gris proteinas sin cambio de expresion.

Se observa en la Fig. 10 del Volcano Plot la distribucién de proteinas de acuerdo a su
expresion. En el cuadrante superior derecho superior se detectaron 89 proteinas,
las que se encuentran en mayor abundancia en aerobiosis (NEOA) con respecto a
microaerobiosis (NEOM). También se detectaron 31 proteinas ON dando un total de
120 proteinas totales con expresion aumentada en aerobiosis. De ellas el 10,83 %
correspondio a proteinas hipotéticas (Fig. 10, Tabla 5A del anexo). Dentro del set de
datos de proteinas que presentaron un mayor nivel de expresion, se encontraron a
la sintasa PhbX logz de veces de cambio= 1,37 (AOA023CE49), la fasina PhbP
(AOAO023CE85) log2 de veces de cambio= 2,17 de PHAcc como también a la fasina
(proteina asociada al granulo) PhaF (AOA023CFL9) logz de veces de cambio= 2,20,
la tiolasa PhbA y la Enoil-ACP [acil-carrier-proteina] reductasa (AOA023CED8) log>
de veces de cambio= 1,42. Entre las proteinas ON se encontré a la enzima sintasa

PhaC2 (AOA023CFQO0), sintasa que interviene en la sintesis de PHAcm y una 3-
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cetoacil-ACP reductasa que puede proveer intermediarios para la biosintesis (Tabla

5A).

En el cuadrante izquierdo superior se ubicaron 73 proteinas con nivel de expresion
significativamente menor. Se hallaron también 4 proteinas OFF dando un total de 77
proteinas con menor expresion en aerobiosis, donde el 2,6% (solo 2 proteinas)
correspondieron a proteinas hipotéticas (Fig. 10, Tabla 6A del anexo). Entre las con
expresion disminuida se encontr6 el regulador de crecimiento anaerdbico Anr
indicando su activacion en microaerobiosis (Tabla 6 del anexo). Entre las proteinas
OFF se encontraron una ornitina monooxigenasa (AOA023C8A9) y una péptido
sintasa (AOA023C6H5) que también se observaron como OFF cuando NEOest fue
comparada con exponencial indicando que esas proteinas presentan expresion
disminuida cuando el cultivo se encuentra en fase estacionaria en condiciones

aerdbicas tanto al comparar con fase exponencial como con microaerobiosis.

Clasificacion funcional de las proteinas diferencialmente expresadas

Los andlisis para este conjunto de datos utilizando Phanter, por funcién molecular
permitié caracterizar a las proteinas con expresion aumentada en NEOA vs. NEOM
en 3 niveles. Las proteinas con actividad catalitica fueron mayoritarias
representando el 72,7 % (Fig. 11). Las proteinas con expresion disminuida fueron
agrupadas 7 categorias y se encontraron mayoritariamente representadas
proteinas categorizadas en actividad molecular estructural (Structural Molecule
Activity) con un 42,2 %. Otras funciones representadas fueron las proteinas de
union (Binding) y con actividad catalitica (Catalytic Activity) con el 32,8 %y 17,2%,

respectivamente (Fig. 11).
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Fig. 11. Clasificaciéon funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en
condiciones aerobicas vs. NEO en condiciones microaeroébicas de P. extremaustralis. Funcién
Molecular de proteinas. A. Sobre-expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las categorias y términos
GO obtenidos de Panther.

El siguiente andlisis se realiz6 para Procesos Bioldgicos donde las proteinas sobre-
expresadas fueron categorizadas en 3 grupos. Los mayores porcentajes
correspondieron a procesos metabdlicos (metabolic process) y procesos celulares
(cellular process) ambos con el 44,4% (Fig. 12). Entre las reprimidas las proteinas
se categorizaron en 4 niveles. El porcentaje mayor fue para procesos celulares
(cellular process) con un 50,9%, luego procesos metabdlicos (metabolic process) con

un 39, 6% (Fig. 12).
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M metabolic process (GO:0008152) ]

Fig. 12. Clasificaciéon funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en
condiciones aero6bicas de P. extremaustralis. Procesos Bioldgicos. A. Sobre-expresadas, B.
Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO obtenidos de Panther.

El siguiente anadlisis correspondiente a clases de proteinas entre las sobre-
expresadas en medio NEO aerébico encontré un mayor porcentaje de proteinas
categorizadas en conversion de metabolitos (metabolite interconversion enzyme), le
siguen en importancia las proteinas relacionadas con el transporte con mucha
menor proporcion (Fig. 13). Entre las proteinas reprimidas se identific6 un mayor
numero de categorias (8), siendo las mas representadas las relacionadas con la
traduccion (translational), seguidas por proteinas del tipo de conversion de
metalitos (metabolite interconrversion enzyme) y luego otras categorias con un

porcentaje mucho menor (Fig. 13).

148



PANTHER Protein Class PANTHER Protein Class
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Fig. 13. Clasificaciéon funcional de las proteinas diferencialmente expresadas en NEO en
condiciones aerdbicas vs. microaerobicas de P. extremaustralis. Clase de proteina. A. Sobre-
expresadas, B. Reprimidas. Referencias de las categorias y términos GO obtenidos de Panther.

Expresion de genes relacionados con la produccion de PHAcc y PHAcm en

todas las condiciones analizadas

El andlisis de los resultados en conjunto permitié visualizar la expresiéon de
proteinas relacionadas con la biosintesis de ambos tipos de PHA en las distintas

condiciones analizadas en P. extremaustralis (Fig. 14).

Con respecto a las enzimas involucradas en la produccién de PHAcc se observa que
todas las enzimas estuvieron presentes en todas las condiciones con excepcion de la
fasina PhbF una proteina regulatoria asociada al granulo. Las proteinas relacionadas
directamente con la biosintesis PhbA, PhbB y PhbC estuvieron reprimidas en NEO
con respecto a LBO, indicando que se expresan mas en este ultimo lo que explicaria
la coincidencia con la mayor produccién de PHB observada (Fig. 1). En las otras dos

condiciones se observa que varias proteinas estuvieron sobreexpresadas tanto con
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respecto a fase exponencial como con respecto a microaerobiosis. El regulador

transcripcional PhbR fue detectado sin cambio entre condiciones (Fig. 14).

Tipos |Proteinas |[NEO.vs. NEOA vs.
de PHA

PHAcc

PHAcm

Fig. 14. Expresion de las proteinas relacionadas con la biosintesis de PHAcc y PHAcm en todas las
condiciones analizadas. Rojo: Reprimida; Amarillo: no detectada; Verde: Sobre-expresada; Azul:
detectada sin diferencias significativas.

Las proteinas involucradas en la produccién de PHAcm PhaC1, PhaC2 y la fasina
PhaF, mostraron expresién aumentada en las 3 comparaciones en NEO en fase
estacionaria y aerobiosis con excepciéon de la PhaC1l en la cual la condicién de
microaerobiosis no pareci6 afectar la expresion que fue similar que en condiciones

aerdbicas (Fig. 14).

El andlisis in silico del genoma de P. extremaustralis permitié predecir 4 genes
candidatos con probable funciéon (R)-enoil-CoA hidratasa codificadas por phaj
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(Catone 2013). El analisis proteémico realizado mostré 4 proteinas que se expresan
entre las identificadas con esa funcion (Fig. 14). Se observo que las 4 proteinas
muestran distinto grado de expresion en las condiciones analizadas. Estas proteinas
son las encargadas de suministrar los intermediarios de la beta oxidacién de acidos
grasos a las sintasas. En este caso no se detectaron el regular transcripcional PhaD
y la fasina Phal, como estas proteinas cumplen funcién regulatoria, quizads su
expresion sea menor y el andlisis proteémico realizado permitié solo detectar las
proteinas mayoritarias. Tampoco se detect6 en el analisis la depolimerasa de cadena
media PhaZ sugiriendo que la degradacion no fue muy relevante en las condiciones
analizadas (Fig. 14). Por el contrario, PhaG encargada de proveer los intermediarios

desde la sintesis de novo de acidos grasos, no fue detectada en este estudio.

Los resultados indican que el cultivo en medio desbalanceado con bajo contenido de
nitrogeno que conduce a la acumulacién de PHA en otras bacterias del género
Pseudomonas (Huisman et al., 1992) y la fase de crecimiento estacionario resultaron
en la sobreexpresion de un mayor niimero de proteinas asociadas a la biosintesis de
ambos tipos de polimeros (Fig. 14). Teniendo en cuenta estos resultados se
seleccion6 esa condicion para analizar en profundidad las proteinas que participan
en vias metabdlicas relacionadas con la producciéon de estos polimeros como se

detalla a continuacién.

Analisis de proteinas expresadas diferencialmente en fase de crecimiento
estacionario en vias metabolicas centrales relacionadas con la produccion de

PHA

Se analizaron todas las proteinas de P. extremaustralis involucradas en vias
metabolicas clave del metabolismo central mediante busqueda y clasificacidon
manual para obtener un panorama global del estado fisiol6gico del microorganismo
fase estacionaria de crecimiento en medio NEO y en aerobiosis, condiciones que

conducen a la acumulacidn de los distintos tipos de PHA.
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La sintesis de estos polimeros esta relacionada con vias metabdlicas esenciales para
la célula debido a que la obtencién de los precursores necesarios involucra rutas
como la glucdlisis, el ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA), la  oxidacién y la sintesis
de novo de acidos grasos, le involucra metabolitos centrales tales como acetil-CoA y
cofactores como NADPH/NADH. También se incluyé el ciclo del metil citrato
identificado como relevante a través de los andlisis realizados con el programa

Panther.

El catabolismo de la glucosa en Pseudomonas involucra el camino de Enter
Doudoroff (ED), la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) que en Pseudomonas se
encuentra incompleta por la ausencia del gen que codifica la enzima
Fosfofructoquinasa (Pfk) (Nikel et al., 2015) y su conexién con la via de las pentosas
fosfato (PP). La via de ED comprende varias enzimas, entre las que encontramos a
la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Edd) y 2-ceto-3 deoxi- 6-fosfogluconato
aldolasa (Eda o KdpgA). De esta manera se obtiene energia en forma de ATP,
equivalentes de reduccién y metabolitos para varios procesos celulares esenciales.
A continuacidén, se muestran estas vias metabdlicas y las proteinas con expresion
diferencial en las condiciones analizadas (Fig. 15). El medio de cultivo utilizado
0.5NE2 (Huisman et al,, 1992) es un medio semisintético que contiene una baja
proporcidn de extracto de levadura y fue suplementado con octanoato de sodio, no
conteniendo ningun azucar agregado. Sin embargo, el extracto de levadura puede
contener trazas de estos compuestos y la degradacion de aminoacidos y acidos
grasos pueden proveer intermediarios que ingresen en distintos puntos de estas

vias.

En la Fig. 15.A se muestran en color verde las proteinas sobre-expresadas
pertenecientes a la via de EMP, como la Fructosa 1,6 bifosfato aldolasa Fba,
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa GapA, PgK fosfoglicerato quinasa y piruvato
quinasa (PyK). En cuanto a la via de ED y PP (Fig. 15B) se detectaron todas las
enzimas, algunas sin cambio entre fases de crecimiento (mostradas en color azul) y

otras con expresion aumentada (mostradas en verde).
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B. Enter Doudoroff

D-Glucosa 6-fosfato
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Y
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Y
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Eda (ceto-deoxi-fosfogluconato aldolasa)

=

~ -
D-gliceraldehido 3-fosfato piruvato

Y
piruvato descarboxilacién para dar acetil CoA

Embden-Meyerhof-Parnas

Fig. 15. Transformacién de glucosa a piruvato por los caminos de Embden-Meyerhof-Parnas (A),
Enter Doudoroff con algunas conexiones con el ciclo de las pentosas fosfato(B) y su expresion en fase
estacionaria en P. extremaustralis. Se muestran los sustratos y las enzimas involucradas. En color
verde enzimas con expresién aumentada en fase estacionaria, en azul sin cambio entre fase
exponencial y estacionaria, en negro no detectada entre las encontradas como mayoritarias en este
estudio. Esquema modificado de BioCyc (Karp et al., 2019).

Otra de las rutas analizadas fue el ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA) esta ruta
metabolica que implica 8 pasos enzimaticos que degradan/oxidan acetil-CoA a CO2
para obtener energia (Fig.16). Todas las enzimas pertenecientes a esta via fueron
detectadas en el andlisis prote6mico y también las 2 enzimas pertenecientes al ciclo
del glioxilato. Algunas de ellas se observaron con expresiéon aumentada en fase

estacionaria (Fig. 16).
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Fig. 16. Ciclo de Krebs y su expresion en fase estacionaria en P. extremaustralis. Se muestran los
sustratos y las enzimas involucradas. En color verde enzimas con expresion aumentada en fase
estacionaria, en azul sin cambio entre fase exponencial y estacionaria, en negro no detectada entre
las encontradas como mayoritarias en este estudio. Esquema modificado de BioCyc (Karp et al,,
2019).

Entre las proteinas sobre-expresadas se detectaron aconitato hidratasa (3
proteinas) algunas de ellas bifuncionales participando en otras vias metabdlicas,
Icd: isocitrato deshidrogenasa una de las enzimas, la fumarato hidratasa (FumC) y
Mqgo, malato deshidrogenasa lo cual indica que el ciclo se encuentra activo (Fig. 16).

También se observaron sobre-expresadas la isocitrato liasa y la malato sintasa que
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a través del ciclo del glioxilato posibilitan el acortamiento del ciclo de Krebs

obteniendo succinato y malato a partir de isocitrato y acetil CoA (Fig. 16).

En el caso de la beta oxidacion de acidos grasos, todas las enzimas fueron
encontradas en el analisis (Fig. 17). Presentaron expresion aumentada en fase
estacionaria enoil CoA hidratasa, FadA cetoacil CoA tiolasa, FadE y FadD (Fig. 17),
mientras que FadB que participa en varios pasos de este ciclo fue detectada sin
cambios significativos entre fase exponencial y estacionaria. No se detectd la enzima
Pha] que deriva los mon6émeros para la sintesis de PHA, debido a las caracteristicas

del analisis proteémico.
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Fig. 17. Beta oxidacién de acidos grasos y su expresidn en fase estacionaria en P. extremaustralis. Se
muestran los sustratos y las enzimas involucradas. En color verde enzimas con expresiéon aumentada
en fase estacionaria, en azul sin cambio entre fase exponencial y estacionaria, en negro no detectada
entre las encontradas como mayoritarias en este estudio. Esquema modificado de BioCyc (Karp etal.,
2019).
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La siguiente ruta metabdlica analizada a través de los datos proteémicos fue la
sintesis de novo de acidos grasos en P. extremaustralis. Esta via comprende dos
etapas: 1)- iniciacién y 2)- elongacion. A su vez, cada ciclo de elongacién requiere 4
pasos (Hoang y Schweizer, 1997). Todas las enzimas involucradas fueron detectadas
en el analisis protedmico. Las enzimas involucradas en los pasos de iniciacién
estuvieron expresadas en igual proporcidn en fase exponencial y estacionaria (Fig.
18). En la fase de elongacion las enzimas FabG que codifica la cetoacil ACP reductasa
se detectd con expresion aumentada (Fig. 18). Esta enzima proporciona los
sustratos 3-hidroxialcil-ACP que pueden continuar el ciclo o ser transformados por
la PhaG en el sustrato adecuado para la PHA sintasa. Si bien PhaG no fue detectada
en el andlisis, se debe tener en cuenta que por las caracteristicas del estudio

protedmico realizado solo se detectan las proteinas mayoritarias.
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Fig. 18. Sintesis de novo de acidos grasos y su expresion en fase estacionaria en P. extremaustralis. Se
muestran los sustratos y las enzimas involucradas. En color verde enzimas con expresién aumentada
en fase estacionaria, en azul sin cambio entre fase exponencial y estacionaria, en negro no detectada
entre las encontradas como mayoritarias en este estudio. Esquema modificado de BioCyc (Karp etal.,

2019).

Una de las vias novedosas identificadas a partir del analisis realizado con el
programa Panther fueron las proteinas involucradas en el ciclo del metil citrato que
convierte el propionato en piruvato. Dado que este metabolismo no habia sido
previamente analizado en P. extremaustralis, en primer lugar, se buscaron en el
genoma los genes que componen esta via y se realizé un analisis comparativo con

otras especies de Pseudomonas.

La via comprende los genes prpBCDE, acnB y acnD (Suvorova et al., 2012). Estos
ultimos codifican aconitato hidratasas. AcnB es bifuncional también pertenece al

ciclo TCA y al del glioxilato (Suvorova et al., 2012). El analisis del genoma de P.
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extremaustralis mostré la presencia de todos los genes involucrados en esta
transformacién, incluyendo también prpF que codifica la 3-metilitaconitate
isomerasa (Fig. 19). La region presento alto grado de sintenia y similitud con varias
especies de Pseudomonas modelo (Fig. 19), incluyendo 3 cepas pertenecientes a la
especie P. fluorescens (SBW25, Pf-01 y Pf-5, esta ultima actualmente se denomina P.
protegens) con las que P. extremaustralis posee alta similitud; P. aeruginosa, la
especie tipo del género y patégena oportunista humana, P. putida KT2440 una
especie muy estudiada en biotecnologia considerada GRAS (Generally Recognized
As Safe) y P. syringae pv. syringae B728a, un patogeno vegetal. En esta especie se
observo la ausencia de prpD (Fig. 19), mostrando diferencias con el resto de las
especies analizadas. En algunas especies como en P. putida KT2440 el gen que
codifica la aconitasa, acnB se encuentra a continuacion de los genes que participan
en la via del metil citrato, rio abajo de prpD. En otras, como en P. extremaustralis,

este se encuentra ubicado en otra regién gendmica.

Genes del ciclo del metil citrato
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Fig. 19. Genes del ciclo del metil citrato. Las flechas representan la orientacién y tamaiio del gen a
escala. Con el mismo color se representan genes homélogos. Se recuadran en rojo los genes
involucrados en esta via. 1: prpC (codifica metilcitrato sintasa; PE143B_0107790); 2: prpB (codifica
2-methylisocitrate lyase; PE143B_0107780); 3: codifica un probable regulador transcripcional de la
familia GntR (PE143B_0107775); 4: acnD (codifica aconitate hidratase /Fe/S dependent
methylisocitrato dehydratase PE143B_0107795) 5: prpF (codifica 3-methylitaconitate isomerase;
PE143B_0107800); 9: prpD (2- methylcitrate dehydratase; PE143B_0107805)
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La via del metil citrato estd intimamente relacionada con el ciclo de Krebs (Fig. 20).
Se encontraron varias proteinas con expresion aumentada en fase estacionaria de
crecimiento. La enzima 4acido graso CoA ligasa (PE143B_0117750, fatty acid--CoA
ligase) que cataliza la transformacién de propionato a propionil CoA estuvo sobre-
expresada en fase estacionaria, ademas también mostré expresion aumentada PrpC
que cataliza el paso siguiente transformando ese sustrato y oxalacetato en 2-
metilcitrato. La transformacion de este sustrato a 2-metil aconitato involucra las
enzimas PrpD, PrpF y AcnD segun si involucran los intermediarios metil cis o trans
aconitato. Si bien PrpD y PrpF no fueron detectadas, la sobreexpresion AcnD que
también participa en el paso siguiente sugiere que toda la via se encuentra activada
y con expresion aumentada con respecto a fase exponencial. La aconitasa
bifuncional AcnB mostré también expresion aumentada. Esta enzima también fue
mencionada al describir las enzimas del ciclo de Krebs, esta codificada en el
locus_tag PE143B_0116660. Fue identificada entre las proteinas denominadas ON
en el ciclo del metil citrato y transforma el 2-metilaconitato en 2-metilisocitrato (Fig.
20). Finalmente, PrpB, que participa en el ultimo paso de esta via, transforma este

sustrato en piruvato y succinato (Fig. 20).

La expresion aumentada de esta via metabodlica puede tener relevancia en la sintesis
de PHA dado que involucra transformaciones del propionato, importante para la
produccion de copolimeros. El propionil-CoA puede utilizarse para la sintesis de
mondmeros de C5 al combinarse con acetil-CoA. Esto podria explicar la presencia de
levulinato detectado por GC en P. extremaustralis, mencionado en el capitulo 1. Por
otra parte, la via del propionato se relaciona con la del malonato. La enzima metil
malonato-semialdehido deshidrogenasa (GN=PE143B_0120340; A0A023C6Z0;
methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase-CoA acylating) participa en varias
vias metabolicas. En el metabolismo del inositol (denominada IolA) y en el de la
beta-alanina transformando el malonato-semialdehido en acetil CoA (E.C. 1.2.1.18).
También a partir de malonato-semialdehido permite la obtencién de propionil-CoA
a través de la via de degradacion de valina, leucina e isoleucina y del metabolismo

del propionato (E.C. 1.2.1.27). Esta enzima fue encontrada sobre-expresada (Tabla
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3A) y resulta interesante para la sintesis de PHAcc por su importancia en la
obtencion de acetil-CoA y propionil-CoA, lo que posibilitaria otra forma de obtencién
de compuestos de C5. El metabolismo de valina, leucina e isoleucina también esta

relacionado con la obtencion de compuestos de C5.
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los sustratos y las enzimas involucradas. En color verde enzimas con expresiéon aumentada. Esquema
modificado de BioCyc (Karp et al.,, 2019)
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Ademas de la provision de intermediarios necesarios para la biosintesis de PHA, algo
interesante para destacar es que en esta condicion (NEO fase estacionaria de
crecimiento y aerobiosis) también se observo el aumento de la expresion de la
subunidad Alpha de la enzima NADP transhidrogenasa (codificada en el locus_tag:
PE143B_0123160), que cataliza la transhidrogenacion de NADH a NADP
suministrando NADPH, fuente de poder reductor necesaria para la biosintesis

(Tabla 3.A del anexo).

Anadlisis de proteinas diferencialmente expresadas en presencia de octanoato

de sodio con distinta relaciéon C/N

Para determinar que proteinas presentaron expresion diferencial en comtin en LBO
y NEO en fase estacionaria de crecimiento se realiz6 una comparacion de las
proteinas obtenidas en cultivos de P. extremaustralis en fase estacionaria de
crecimiento en LB sin el agregado de octanoato de sodio. La comparacién entre LBO
vs. LB podria mostrar las diferencias relacionadas con el agregado de octanoato de
sodio en un medio rico en nutrientes, mientras que la comparacién de NEO vs. LB
pondria en evidencia diferencias relacionadas con la presencia de octanoato de
sodio y el desbalance en la relacion C/N. Las tres condiciones corresponden a fase
estacionaria de crecimiento en aerobiosis. Los analisis se realizaron con el programa

Perseus.

Se detectaron 90 proteinas sobre-expresadas en LBO y 98 en NEO. Con ellas se
realiz6 un diagrama de Venn, utilizando la herramienta disponible on line
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) y se estudiaron tanto las
proteinas compartidas (28) como las propias para cada condicién, dando un total de

160 proteinas distintas entre ambas comparaciones (Fig. 21).
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LBO vs LB—NEO vs LB

LBO +1

NEO +1

Fig. 21. Diagrama de Venn de proteinas sobre-expresadas en P. extremaustralis en condiciones
aerobicas a 282C con distinta relacién C/N. Se analizan proteinas que aparecieron en +1 en Volcano
plot (veces de cambio mayor que 2) y con diferencias significativas Log2(P)>1,3.

Como se observa en la Fig. 21 del grupo de proteinas sobre-expresadas se
encontraron 28 de ellas que son comunes tanto en medio LBO como en medio NEO.
Dentro de este analisis fue posible observar una proteina de choque frio (cold shock,
AO0A023C7B7) y el glutation reductasa (AOA023CGX4) que podrian relacionarse con
la resistencia al estrés oxidativo en condiciones aerdébicas con una agitacion
vigorosa, ya que se trata de una chaperona y las transformaciones del glutation se

relacionan con las defensas antioxidantes.

Ademas, se encontraron presentes a la proteina PhbX (AOA023CE49), la fasina PhbP
(AOA023CE85) correspondientes al cluster de PHB. Ademads, se encontraron el
acetato quinasa codificada por ackA (AOA023CEC1), fosfato aciltransferasa
codificada por pta (AOA023CE31). Como se menciond, los genes que codifican estas
proteinas se encuentran en la misma region genémica que el cluster de PHB por lo
que podria hipotetizarse que se transcriben conjuntamente y también se traducen,
y aunque se desconoce su rol en el metabolismo del PHB su deteccion podria indicar
que las condiciones de produccién favorecen su expresion. También se encontraron
proteinas que participan en la beta oxidacion de acidos grasos (Fig. 17) la proteina

FadB (AOA023CFC7) la cual participa en la degradacion aerdbica y anaerébica de los
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acidos grasos de cadena larga, la enoil-CoA hidratasa (AOA023CDES), 3-Cetoacil-
CoA tiolasa FadA (AOA023CFA7).

Por otra parte, se observaron aproximadamente el mismo nimero de proteinas (62
vs. 70) sobre expresadas propias de cada condicion (Fig. 21) individualmente para
cada condicion. Dentro de las proteinas del medio LBO se observé que entre las 62
se encontraron la proteina PhbC correspondiente a la sintasa encargada de la
sintesis de polihidroxibutirato (C4) y a PhbA que es la tiolasa que interviene en el

proceso de sintesis del polimero antes mencionado.

En el medio con alta relacion C/N (NEO) de las 70 sin compartir frente a LBO sobre-
expresadas, en relacion a la sintesis de los polimeros se detect6 la PhaF fasina de los
PHAcm. Ademas, en esta condicion fue posible detectar la presencia de dos copias
de la enzima Glutamato sintetasa (AOA023CFG5; A0A023CFQ3), que son
oxidorectuctasas que participan en el metabolismo del glutamato, siendo relevantes
en relacion al nitrégeno. También se encontré una nitroreductasa (AOA023CF49) y
una nitrito/sulfito reductasa (AOA023CBA5) enzimas que estan involucradas con la

reduccidn de compuestos nitrogenados.

Este mismo analisis se realizé para las proteinas del medio LBO reprimidas (104) en
comparacién con las 105 que provienen del analisis del medio NEO reprimidas. Se
puede observar en el diagrama de Venn que 33 proteinas son comunes para ambos

medios.
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LBO vs LB—NEO vs LB

LBO -1

NEO -1

Fig. 25. Diagrama de Venn de proteinas reprimidas en P. extremaustralis en condiciones aerébicas a
282C con distinta relacién C/N. Se analizan proteinas que aparecieron en -1 en Volcano plot (veces

de cambio mayor que 2) y con diferencias significativas Logz(P)>1,3.

En este andlisis fue posible observar distintos tipos de chaperonas que como se
conoce su funcion es la de asistir tanto al ensamblaje como desensamblaje de otros
polipéptidos como de moléculas de RNA, entre ellas se detectaron GroS
(AOA023C9X8), DnaK (A0OA023CHS1) y ClpB (A0A023C960). Dentro del grupo
encontramos una alquilhidroperoxido reductasa C (AOA023CG46) la cual cataliza la
reduccion de peroxido de hidrégeno e hidroperéxidos organicos desempefiando un
papel de proteccion en la célula contra el estrés oxidativo mediante la
desintoxicacion de peroxidos. Perteneciente a esta familia se observd la
peroxiredoxina Prxs (AOA023CDF8) el hecho de encontrar este tipo de enzimas
reprimidas en ambos medios adicionados con octanoato de sodio, respecto al LB
puede deberse a la presencia de PHA que se sabe proporciona defensas frente al

estrés.

También fue posible analizar la presencia de otras enzimas como aconitato
hidratasa (AOA023CF65) involucrada en el ciclo de TCA, proteinas relacionadas con
el metabolismo de degradacion de aminoacidos como la glicina deshidrogenasa
GevP o la histidina amoniaco liasa (AOA023CFB2) involucrada en la degradacion de

histidina en glutamato.
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En las proteinas que solo estan presentes en LBO se ve presente la glicerol quinasa
GlpK involucrada en el metabolismo de los glicerolipidos (EC 2.7.1.30), también a la
proteina de ensamblaje de LptD (AOA023C6V7) que actda de manera conjunta con
la LptE en el ensamblaje de lipopolisacarido (LPS) en la superficie de la membrana
externa. Fue posible detectar a parte del complejo de piruvato deshidrogenasa a las
A0A023C1Q2, AOA023CGA1 relacionada con la via metabdlica de gluconeogénesis
EC 1.2.4.1 y la AceE piruvato deshidrogenasa E1 component. La disminucién de la
expresion de todas estas enzimas podria estar relacionada con la presencia de

octanoato de sodio que activaria la beta oxidacién.

En las proteinas reprimidas para el caso del medio de acumulacién NEO en el
analisis se encontraron proteinas relacionadas con el metabolismo de aminoacidos
como la glutamina sintetasa (AOA023CC87) EC 6.3.1.2 que cataliza la condensacién
del glutamato y el amoniaco para formar glutamina. Lo que podria indicaria que en
este medio con bajo nitrégeno se favorece la presencia de glutamato y el ahorro de
amoniaco en un medio con bajo N. Se observé también la represion de otras
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo especificamente la superéxido
dismutasa (AOA023C5D2) encargada de detoxificar el radical Oz y transformandolo
a una molécula sencilla de Oz y per6xido de hidrégeno, asi como la glutarredoxina
(AOA023CD52, glutaredoxin, grxD), que forma parte de un sistema de defensas
antioxidantes que como se menciond su expresion disminuida podria sugerir que su

funcién podria ser en parte cubierta por la presencia de PHA.
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DISCUSION

P. extremaustralis posee las 3 PHA polimerasas (PhbC, PhaC1 y PhaC2) involucradas
en la sintesis PHAcc y PHAcm, sin embargo, esta bacteria produce grandes
cantidades de PHB y menor proporcién de PHAcm, lo que fue asociado a la expresion
diferencial de los genes que codifican las sintasas (Catone et al., 2014). El analisis
proteémico realizado en este trabajo permitié determinar que las enzimas PHA
sintasas mostraron una expresion aumentada en fase estacionaria de crecimiento
en comparacién con la fase exponencial. Con respecto a las otras proteinas
relacionadas con el metabolismo de los PHA, se ha demostrado que las fasinas son
las proteinas mas numerosas que recubren la superficie de los granulos. En
particular, la fasina PhaP, relacionadas con la biosintesis de PHB, puede alcanzar
altos niveles de cobertura de los granulos (Tian et al., 2005). La fasina PhbP mostré
sobre-expresion en medio NEO en casi todas las condiciones analizadas, si bien se
detect6 sin cambios en expresion entre los medios NEO y LBO. Con respecto a las
fasinas relacionadas con la produccion de PHAcm solo se detecté6 PhaF. Estudios
previos del proteoma de los granulos de P. extremaustralis mostraron a la fasina
PhbP como mayoritaria y también detectaron la fasina de PHAcm Phal (Catone et
al., 2014) que no fue identificada en este estudio global. La proteina PhbX, de funcién
desconocida en P. extremaustralis, mostré el mismo patrén de expresién que PhbP.
Esta proteina también fue identificada previamente en el proteoma de los granulos
(Catoneetal., 2014). En R. eutropha H16 la proteina codificada por B1632, homoléga
a PhbX, es una probable a / B-hidrolasa con dominios similares a los presentes en P
(3HB) sintasas / despolimerasas (Sznajder et al., 2015). Como se menciono, toda la
region genética flanqueante es similar entre ambas bacterias (Ralstonia eutropha y
P. extremaustralis) e incluye las enzimas fosfato acetil transferasa codificada por pta
y acetato quinasa codificada por ackA. En R. eutropha estos genes forman un operéon
(B1629 a B1632) completo el cual podria transformar 3HB-CoA a 3HB-fosfato (a
través de Ptal), y posteriormente, el ATP podria generarse a través de la AckA,

asumiendo que ambas enzimas aceptan sustratos mayores a C2, lo que daria 3HB
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como producto de excrecion (Sznajder et al., 2015). Esto estd apoyado por la
observacion de la excrecion de 3HB en R. eutropha (Vollbrecht y Schlegel, 1979).
Alternativamente, el PHB podria degradarse y ser deshidratado a crotonil-CoA, y
posteriormente reducido a butiril-CoA a través de Fabl2 (enoil-ACP reductasa
también presente en esa regién) o mediante una acil-CoA deshidrogenasa, cuyos
genes codificantes también estdn presentes en el genoma de R. eutropha.
Analogamente a lo descripto para el 3-hidroxibutiril-CoA, el butiril-CoA podria
convertirse en butiril-fosfato (via Ptal), dando finalmente, ATP y butirato en la
reaccion catalizada por AckA. El butirato también es un producto de excrecion en R.
eutropha (Sznajder et al., 2015). Si bien desconocemos la funciéon de PhbX en P.
extremaustralis, 1a expresion diferencial observada en este trabajo junto con la
expresion de Ptal y AckA podrian sugerir un papel similar al descripto en R

eutropha.

Ha sido sefalado que los microorganismos capaces de sintetizar PHA pueden ser
divididos en dos grupos de acuerdo a las condiciones en que se realiza la biosintesis.
El primer grupo es capaz de sintetizar PHA bajo limitacion de nutrientes como
oxigeno, nitrégeno o fosforo y la acumulacién no se produce durante la fase de
crecimiento exponencial, mientras que en el segundo grupo estos biopolimeros se
acumulan durante la fase de crecimiento y sin el requerimiento de la limitacion de
nutrientes (Muhammadi et al., 2015). En este trabajo, la combinacion de mediciéon
de los PHA producidos en distintas condiciones de cultivo junto con el analisis
protedmico permitié determinar que en P. extremaustralis 1a produccion de PHAcm
se ve favorecida por el desbalance en la relacion C/N, mientras que la produccion de
PHB puede ser llevada a cabo en medios de cultivo sin limitacion de N. La sintesis de
diferentes tipos de PHA es posible debido a la especificidad de sustrato de las PHA
polimerasas o sintasas, que son divididas en distintas clases. Las sintasas de clase I
usan mondémeros de cadena corta, mientras que las de clase II, a las que pertenecen
las de la mayoria de las especies de Pseudomonas, usan monémeros de longitud de
cadena media (Mozejko-Ciesielska et al., 2019). Esos mon6meros pueden provenir

de diferentes vias metabdlicas y el tipo de PHA producido depende de la via
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metabolica utilizada y de la fuente de carbono. Las Pseudomonas utilizan dos vias
metabdlicas para generar precursores para la sintesis de PHAcm. Cada via usa un
sustrato diferente para proporcionar precursores de 3-hidroxiacil (3HA), que luego
son utilizados para sintetizar PHAcm. Los acidos grasos, como el octanoato de sodio
utilizado en este trabajo, son degradados por (-oxidacién. Esta via esta involucrada
en la oxidacién de acidos grasos en enoil-CoA, (S)-3-hidroxiacil-CoA y (R) -3-
cetoacil-CoA que luego se convierten en (R) -3-hidroxiacil-CoA. En el analisis
protedmico realizado todas las proteinas relacionadas con estas transformaciones
se encontraron sobre-expresadas al igual que PhaJ que constituye el nexo entre los
intermediarios de la beta oxidacién y las polimerasas de PHAcm. Con respecto a esta
enzima se encontraron 4 copias del gen en P. extremaustralis (Catone, 2013). Los
resultados de este trabajo permitieron confirmar la expresion de las 4 enzimas Pha]
verificando los resultados previos del laboratorio basados en el andlisis in silico de

motivos caracteristicos de estas proteinas.

Las especies de Pseudomonas también pueden utilizar la sintesis de novo de acidos
grasos para sintetizar mondémeros para PHAcm a partir de fuentes de carbono no
relacionadas, como glucosa, gluconato, acetato o etanol (Madison y Huisman, 1999).
En este proceso, los sustratos se oxidan a acetil-CoA y luego se convierten por una
serie de reacciones en malonil-CoA y activando por transacilacion a (R) -3HA-
proteina portadora de acilo (ACP). Los intermediarios de acil-ACP y malonil-ACP
resultantes son transformados en (R) -3-hidroxiacil-ACP que aumenta en longitud
por la incorporacidn de sucesivas unidades de dos carbonos. En la mayoria de las
Pseudomonas, la transacilasa PhaG especifica transforma los intermediarios acil-

ACP en (R) -3-hidroxiacil-CoA (Hoffman et al., 2000).

Existen pocos estudios proteémicos realizados para analizar el metabolismo en su
conjunto en condiciones de acumulacién de PHA. En relacion con la produccion de
PHAcm, en P. putida KT2440 se llevaron a cabo analisis protedmicos utilizando geles
de electroforesis en 2D seguido por MALDI TOF/TOF en presencia de acido oleico

como fuente de carbono y condiciones de limitaciéon de nitrégeno y fésforo para
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analizar su influencia en la sintesis de estos polimeros (Mozejko-Ciesielska y
Mostek, 2019, Mozejko-Ciesielska y Serafim, 2019). El andlisis proteémico reveld
que las condiciones de cultivo con bajos niveles de nitrégeno eran beneficiosos para
la sintesis de PHAcm pero que la limitacién de nitrégeno afectaba las proteinas
asociadas con el metabolismo del carbono. Se observo la induccién de proteinas
involucradas en el metabolismo del nitrégeno, la sintesis de ribosomas y el
transporte. También se observd expresion disminuida de proteinas involucradas en
la B-oxidacién de acidos grasos FadA y FadB (Mozejko-Ciesielska y Mostek, 2019),
contrariamente a lo observado en P. extremaustralis donde FadA mostré6 expresion
aumentada, que puede ser probablemente atribuido al mayor estrés generado por
condiciones de limitacion de nitrogeno mas severas y mayor tiempo de cultivo en
comparacién con este trabajo. El proteoma de P. putida también fue analizado bajo
condiciones de limitaciéon de carbono y fésforo. Se observd que la mayoria de las
actividades metabolicas cesaron en esas condiciones, sin embargo, la abundancia de
proteina PhaF, asociada a granulos del polimero, se incrementé a las 24 y 48 h de
cultivo y se detect6 también la activacién de proteinas pertenecientes al regulén
fosfato (Mozejko-Ciesielska y Serafim, 2019). Esto ultimo, relacionado con la

limitacién de fosforo.

En relacion a la sintesis de PHB, se han realizado algunos trabajos globales de
transcriptdmica y/o protedmica que analizaron principalmente el efecto de
distintas fuentes de carbono sobre el metabolismo y la sintesis de estos polimeros.
En una mutante capaz de utilizar glucosa de R. eutropha se observo, a través de la
combinacion de transcriptomica con protedmica, que la degradacion de este
compuesto esta estimulada por el aumento de la expresion de las enzimas
involucradas en la via del 2-ceto-3-desoxigluconato-6-fosfato (KDPG) y en
reacciones posteriores dando piruvato que es luego transformado a acetil-CoA, por
el complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa. La acetil-CoA es utilizada
para la sintesis de poli (3-hidroxibutirato) que se evidencia también por la
sobreexpresion de varias enzimas del metabolismo del PHB y la mayor cantidad de

NADPH requerida para la sintesis de este polimero que proviene del aumento de la
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expresion de NAD (P) transhidrogenasas (Raberg et al, 2011). El proteoma de
Cupriavidus necator H16 (anteriormente R. eutropha) también se evalu6 en cultivos
discontinuos utilizando subproductos derivados del biodiésel como fuentes de
carbono, incluyendo glicerol con distinto grado de refinamiento y pureza y acidos
grasos. Para este andlisis se utiliz6 la técnica de cromatografia liquida
unidimensional (1D) seguida de espectroscopia de masas (LC/MS/MS). Se
observaron cambios significativos en los niveles de expresiéon de dos fasinas
involucradas en la acumulacién de PHB, y de proteinas de la via de (3 oxidacion de
acidos grasos, el ciclo del glioxilato y las vias de sintesis de hidrégeno (Sharma et al.,

2016).

En este trabajo de tesis, a diferencia de los mencionados, se analiza por primera vez
la produccion de PHAcc y PHAcm utilizando una técnica global en una en la misma
bacteria, P. extremaustralis. Los resultados mostraron la activaciéon de proteinas
especificas involucradas en la sintesis de estos polimeros, asi como de vias
metabdlicas centrales relacionadas con la produccion. Un hallazgo interesante fue la
observacion de activacion de la via del metil citrato una via periférica altamente
relacionada con el ciclo de Krebs a través de la cual se cataboliza el propionato un
sustrato interesante para la sintesis de PHAcc que puede proveer sustratos de C5.
Por otra parte, si bien el propionato ha sido un sustrato utilizado para la produccién
de copolimeros de hidroxibutirato e hidroxivalerato, es un compuesto toxico y la
posibilidad de degradacidon es también una forma de detoxificacién (Dolan et al.
2018). Esto podria ser interesante para la incorporacion de propionato al medio de
cultivo y la exploracion de obtencion de diferentes copolimeros a través del analisis

y optimizacion de las condiciones de produccion.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. En esta tesis analiza por primera vez el metabolismo de distintos tipos de

polihidroxialcanoatos en una misma bacteria, P. extremaustralis.

2. P. extremaustralis fue capaz de producir PHAcc compuesto por unidades de
hidroxibutirato, detectandose también la presencia de levulinato (C5) y PHAcm

compuesto por hexanoato y octanoato.

3. El desbalance nutricional afecté mas marcadamente la produccién de PHAcm que
la producciéon de PHAcc (PHB). EL PHB pudo ser producido en un medio de cultivo

no limitado en nitrégeno.

4. El PHB resulté mas relevante para sobrellevar la exposicion a la radiacion UVA 'y
a los cambios de pH en comparacién con los PHAcm, mostrando el papel clave del

PHB en la fisiologia de esta bacteria.

5. Los estudios realizados también permitieron determinar que el pH
moderadamente alcalino (alrededor de 8) resulto mas adecuado para la produccién
de estos polimeros. La manipulacién del pH del medio de cultivo puede ser de

utilidad para estrategias de produccion del polimero o de sus monémeros.
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6. El analisis comparativo de los genes relacionados con el metabolismo del PHB y
su entorno mostré la presencia de los mismos en varias especies de Pseudomonas

en las que no habian sido reportados previamente.

7. El andlisis de las regiones adyacentes sugiere que los genes PHB en otras
Pseudomonas podrian haber sido adquiridos por transferencia horizontal genética y

la permanencia en el genoma otorgaria una ventaja adaptativa.

8. El analisis protedmico global del metabolismo de los PHA y de rutas metabdlicas
centrales que contribuyen con precursores para su biosintesis en distintas

condiciones de cultivo mostré que:

a. Las enzimas relacionadas con la produccion de PHAcm se sobre-expresan en

condiciones desbalanceadas de C/N.

b. La fase estacionaria y la aireacidén favorecierén la expresion de proteinas

involucradas en la biosintesis de ambos tipos de PHA.
c. La produccién de PHB no requiere de condiciones de desbalance de C/N.

d. Se observo la activacion de algunas enzimas que participan en glucélisis (vias de
Embden Meyerhof Parnas y Entner Doudoroff), ciclo de Krebs, de las pentosas
fosfato, sintesis de novo y [-oxidacion de acidos grasos que contribuyen con

precursores para la biosintesis y poder reductor.

e. Se detect6 la activacion de la via periférica del metil citrato que permite la
transformacion de propionil-CoA sustrato interesante para la obtenciéon de
monoémeros de C5. Esto podria explicar la presencia de levulinato en el PHAcc

producido por esta bacteria.
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9. En conjunto a través de distintas aproximaciones se pudieron identificar las
condiciones que favorecen la produccién de los distintos tipos de PHA en P.
extremaustralis, asi como su relevancia en la fisiologia y la respuesta a estrés. Los
resultados obtenidos abren nuevas perspectivas para estrategias de produccién de
los distintos polimeros, sus monémeros o para el empleo de proteinas que

participan en su biosintesis en aplicaciones industriales.

10. Los andlisis de la resistencia a estrés conferida por los PHA puede resultar de
interés para el uso de microorganismos productores en aplicaciones ambientales
tales como la biorremediacion o la promocidn de crecimiento vegetal. Asimismo, la
deteccién de genes de produccion de PHB en especies patdgenas oportunistas
humanas o patogenas de vegetales debe ser tenida en cuenta por sus potenciales

efectos negativos para la salud humana y actividades agricolas.
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ANEXO TABLAS
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Los cddigos de identificacion UniProt cambiaron recientemente. Los codigos

unificados

pueden

obtenerse de la base de

(www.uniprot.org/uniparc)

datos

UniParc

Tabla 1A. Lista de proteinas diferencialmente sobre-expresadas en NEO vs. LBO

en fase estacionaria y condiciones aerobias.

N | Uniprot Descripcion Log2 (veces|Logl0 (P)
de cambio)
1 A0A023C609 | Ribonuclease E, GN=rne 1,60 1,95
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
2 A0A023CD72 | GN=PE143B_0108910 1,10 1,51
3 AO0A023C8Z7 |Uncharacterized protein, GN=PE143B_0117740 1,18 2,39
4 AOA023CFK1 | Glutamine synthetase, GN=glnA 1,59 3,27
5 AO0A023CII1 | Carbamoyl-phosphate synthase large chain, GN=carB 1,78 1,78
6 A0A023C734 | Serine/threonine protein kinase, GN=PE143B_0121055 | 2,03 2,33
7 A0A023C519 |Isocitrate lyase, GN=PE143B_0123985 1,90 3,54
8 A0A023C9X5 | Phosphoribosylformylglycinamidine synthase, GN=purL | 1,74 1,62
9 A0A023CE87 | Flagellin, GN=PE143B_0108635 2,24 2,45
10 |AOAO023CEI7 |Multidrug transporter, GN=PE143B_0106710 1,27 3,39
11 | AOA023CE99 |Multidrug transporter AcrB, GN=PE143B_0106130 3,59 1,35
12 | AOA023CCD3 | Aldehyde dehydrogenase, GN=PE143B_0110930 1,46 1,82
13 | AOA023CCS5 | Ligand-gated channel, GN=PE143B_0110340 2,17 3,15
14 | AOA023C8V6 | Uncharacterized protein, GN=PE143B_0117645 1,55 1,83
15 |A0A023CID9 |Endopeptidase La, GN=PE143B_0101230 1,82 1,59
16 | AOA023CIM9 | Ketol-acid reductoisomerase (NADP(+)), GN=ilvC 1,69 2,36
17 | AOA023C2E6 | Channel protein TolC, GN=PE143B_0129405 3,09 1,97
18 | AOA023CHR1 | Nuclease, GN=PE143B_0100110 1,32 1,54
19 | AOA023C9F4 | Universal stress protein UspA, GN=PE143B_0116650 3,32 2,01
20 | AOA023C3T1 |Virulence factor SrfB, GN=PE143B_0127920 1,18 1,78
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
21 | AOA023CAR2 |binding protein, GN=PE143B_0113280 1,37 2,89
22 | A0OA023CB37 |Peptidylprolyl isomerase, GN=PE143B_0113560 1,07 2,18
23 | A0A023C8G1 |Pyruvate carboxylase subunit A, GN=PE143B_0118795 |1,12 3,51

176



http://www.uniprot.org/uniparc

Outer membrane protein assembly factor BamA,

24 | AOA023CER6 | GN=bamA 1,52 2,17
25 |A0A023CBK6 | Chemotaxis protein, GN=PE143B_0112980 2,03 2,05
26 | A0A023CBF6 |Saccharopine dehydrogenase, GN=PE143B_0111640 1,85 2,27
27 |AO0A023C8E2 |Pyruvate carboxylase subunit B, GN=PE143B_0118800 |1,85 2,49
28 |A0A023C816 |Tryptophan synthase beta chain, GN=trpB 2,02 3,90
29 |A0A023CI47 |Leucine--tRNA ligase, GN=leuS 1,36 1,43
30 | AOA023CF95 | GTP-binding protein TypA, GN=PE143B_0104255 1,80 2,60
31 | A0A023C4A6 | Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP), GN=pckA 1,68 4,19
32 | AOA023CEC3 | Adenylate kinase GN=adk 1,41 3,53
33 | AOA023C4K5 | Peptidase GN=PE143B_0125300 1,36 2,70
34 | AOAO023CATO | ATP-dependent RNA helicase DeaD GN=deaD 1,38 1,71
35 | AOA023CE84 |Lysine--tRNA ligase GN=lysS 1,22 2,20
36 |A0A023C4M4 | 3-isopropylmalate dehydrogenase GN=leuB 2,59 2,48
37 | AOA023C4B6 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0125520 1,44 2,49
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
38 | AOA023CAV8 |GN=PE143B_0113315 1,69 2,62
39 | AOA023C4N6 | Peptidoglycan-binding protein GN=PE143B_0124640 1,30 1,78
40 | A0OA023CFB9 | Glucans biosynthesis protein G GN=opgG 1,06 1,77
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase
41 | A0A023C8C6 |[isomerizing] GN=glm$S 1,54 1,88
42 | AOA023CAZ4 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0113300 1,09 2,81
Efflux pump membrane transporter
43 | A0OA023CEM9 | GN=PE143B_0106715 2,13 3,72
44 | AOA023CETO |Antibiotic transporter GN=PE143B_0106720 1,23 2,36
45 | AOA023CBAS5 | Sulfite reductase GN=PE143B_0112755 1,10 1,48
46 | AOA023CA74 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0115075 1,83 2,00
47 | AOA023CAN7 | Thiosulfate transporter subunit GN=PE143B_0114130 | 2,05 2,65
Poly(3-hydroxyalkanoate) granule-associated protein
48 | A0A023CFL9 |PhaF GN=PE143B_0104460 1,16 1,70
49 | A0A023CFF5 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase GN=PE143B_0104265 | 2,80 3,15
Chromosome segregation protein SMC
50 |A0A023CG54 |GN=PE143B_0102565 1,69 1,54
51 | A0OA023CHQ9 | Dynamin GN=PE143B_0101650 1,07 1,41
52 | A0A023C4K3 | Long-chain fatty acid--CoA ligase GN=PE143B_0125180 | 1,52 2,33
Cyclic nucleotide-binding protein
53 | A0A023CI41 |GN=PE143B_0100880 1,04 1,37
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54 | A0A023C9A1 | Amidase GN=PE143B_0116610 1,72 1,33
55 | AOA023C9K3 | Transporter GN=PE143B_0115865 3,24 2,23
56 | AOA023CAP8 | Membrane protein GN=PE143B_0113275 1,06 1,56
57 | AOA023CCM9 | Exopolyphosphatase GN=PE143B_0111465 1,76 2,02
58 | A0A023C677 | Membrane protein GN=PE143B_0121735 2,32 1,72
59 | A0OA023C4HO | Glutathione S-transferase GN=PE143B_0125135 1,34 2,48
60 | AOA023C7Y0 |ATP-dependent RNA helicase RhIE GN=rhlE 1,76 2,44
61 | A0A023C6Q8 | Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0120895 1,18 2,51
62 | AOA023CIT6 |Acetolactate synthase 3 regulatory subunit GN=ilvH 2,35 2,55
63 | A0OA023C6W2 | Anthranilate synthase component 1 GN=trpE 1,44 3,73
64 | A0A023C581 |UvrABC system protein A GN=uvrA 1,39 2,67
65 | AOA023CDM9 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0107595 1,32 2,00
NADP transhydrogenase subunit alpha
66 |A0A023C6C1 |GN=PE143B_0123160 3,33 4,87
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase
67 |AOA023CFE4 |GN=PE143B_0104515 1,06 3,17
68 | A0A023C6V0 |Indole-3-glycerol phosphate synthase GN=trpC 1,53 1,78
Chemotaxis response regulator protein-glutamate
69 | AOA023CECO | methylesterase GN=cheB 1,58 1,68
70 | AOA023C7K7 | Histidine kinase GN=PE143B_0119465 1,18 1,40
Fis family transcriptional regulator
71 | A0A023C8G4 | GN=PE143B_0118105 1,15 1,92
Outer membrane protein assembly factor BamB
72 | A0A023C9Q5 | GN=bamB 1,14 3,50
73 | A0A023C1]9 |30Sribosomal protein S9 GN=rpsl 1,18 1,71
74 | AOA023C2Y5 |Serine/threonine protein kinase GN=PE143B_0127905 | 1,19 2,33
75 | A0A023C411 | Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase GN=zwf 1,39 2,13
76 | AOA023C9CO | RND transporter GN=PE143B_0116790 1,32 1,62
77 | AOA023CDR7 | RNA helicase GN=PE143B_0108265 1,17 1,65
Coenzyme A biosynthesis bifunctional protein CoaBC
78 | A0A023C420 |GN=PE143B_0125605 1,32 1,73
79 | A0A023C9G3 | Sulfotransferase GN=PE143B_0115855 1,19 1,45
3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase
80 |A0A023CAK3 | GN=fabA 1,55 2,78
81 | A0A023C388 |Acyl-CoA synthetase GN=PE143B_0127670 1,16 1,63
82 | AOA023CAY4 | GfdT protein GN=PE143B_0113245 1,94 1,38
Iron ABC transporter substrate-binding protein
83 |A0A023CGD5 | GN=PE143B_0105200 2,00 1,86
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84 | A0A023CI80 |Carbon starvation protein A GN=PE143B_0101110 1,98 2,65
85 | AOA023C5E9 | 3-isopropylmalate dehydratase large subunit GN=leuC |1,46 1,71
86 |A0A023CHV9 | DEAD/DEAH box helicase GN=PE143B_0100105 2,19 1,45
87 | A0A023C234 |Hemolysin secretion protein D GN=PE143B_0129395 1,13 1,41
88 |AO0A023CHF7 | Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0100730 1,66 1,37
89 |A0A023C4U2 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0126060 1,92 1,90
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
90 |AO0A023CEH4 |binding protein GN=PE143B_0105970 2,18 2,36
91 |AO0A023CE62 |Chemotaxis protein CheA GN=PE143B_0108805 1,95 1,71
92 | A0A023CCY4 |Glucose dehydrogenase GN=PE143B_0109220 2,55 2,38
93 |A0A023C5R2 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0123075 1,52 1,83
94 | AOA023CI20 |Acetolactate synthase GN=PE143B_0101980 2,69 1,72
95 |AO0A023CGF1 | DNA topoisomerase 4 subunit A GN=parC 1,69 1,73
96 |A0A023CGE1 |Channel protein TolC GN=PE143B_0105020 2,08 2,31
97 | AO0A023CHN2 | Glutamate dehydrogenase GN=PE143B_0101200 2,10 1,43
Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/Gln) amidotransferase
98 |A0A023C2Q0 |subunitB GN=gatB 2,37 1,33
99 |AO0A023CE66 |Ferredoxin-NADP reductase GN=PE143B_0105900 1,55 2,09
100 | AOA023C4Z0 | Acetylglutamate kinase GN=argB 1,47 1,95
101 | AOA023C3Z1 | Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0126075 1,63 2,82
102 | AOA023CFB3 | ATPase AAA GN=PE143B_0107400 1,39 4,59
103 | AOA023C5A9 | 30S ribosomal protein S12 GN=rpsL 1,15 1,33
104 | AOA023C1K2 | Cell division protein ZapE GN=zapE 1,94 2,08
105 | AOA023CG24 | Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0102310 1,57 1,64
Amino acid ABC transporter permease
106 | AOA023CD37 | GN=PE143B_0108915 2,47 2,01
107 | AOA023C4U7 | Phosphate-binding protein GN=PE143B_0124360 1,73 2,75
108 | AOA023C7Z4 | HTH-type transcriptional regulator Betl GN=betl 1,42 1,33
109 | AOA023C6U7 | SpoVR family protein GN=PE143B_0121045 2,19 1,90
ShIB family hemolysin secretion/activation protein
110 | AOA023CHF6 | GN=PE143B_0103565 2,79 4,11
111 | AOA023C5N4 | Cytochrome c oxidase subunit 2 GN=PE143B_0122895 |1,91 1,74
112 | AOA023C558 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0123600 1,34 1,77
113 | AOA023C6WO | Prephenate dehydratase GN=PE143B_0121880 1,16 2,36
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114 | AOA023C5M8 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0122965 1,42 1,44
115 | AOA023C961 | NAD-dependent dehydratase GN=PE143B_0117225 4,11 1,66
116 | AOA023CF92 | DNA-binding transcriptional regulator NtrC ON
117 | AOA023CAX8 | Phenylhydantoinase ON
118 | AOAO23CFS7 |IMP dehydrogenase ON
119 | AOA023C265 | Uncharacterized protein ON
120 | AOA023C4D1 | CbbBc protein ON
121 | AOA023C6S2 | UPF0229 protein ON
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
122 | AOAO023CFW?2 | binding protein ON
123 | AOA023CDJO | Uncharacterized protein ON
124 | AOAO23CHJ7 | HecA family adhesin/hemagglutinin ON
125 | AOA023C208 | Allophanate hydrolase ON
126 | AOA023CCA7 | Amino acid ABC transporter substrate-binding protein | ON
127 | AOA023CGP7 | Uncharacterized protein ON
128 | AOA023CCW1 | ABC transporter substrate-binding protein ON
129 | AOA023CB54 | Nitrate reductase ON
130 | AOAO023CEF5 | 3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase FabZ | ON
131 | AOA023CEU3 | Enoyl-CoA hydratase ON
132 | AOA023CA93 | Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+] ON
133 | AOA023CB80 | Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase ON
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase (PhaC2)
134 | AOA023CFE4 | GN=PE143B_0104515 ON
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Table 2A. Lista de proteinas diferencialmente reprimidas en LBO vs. NEO en fase

estacionaria y condiciones aerobias.

N | Uniprot Descripcion Log2 (veces|Logl0 (P)
de cambio)

1 AO0A023C713 | Arginine deiminase GN=arcA -2,72 3,79
2 AO0A023C7N8 | Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0119495 -2,12 2,98
4-aminobutyrate aminotransferase
3 A0A023C9H7 | GN=PE143B_0116055 -2,36 3,49
4 AO0A023C7K2 | Ornithine carbamoyltransferase GN=PE143B_0120165 |-2,50 5,83
5 AOAO023CEB7 | Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0105725 -2,14 2,36
6 AOA023CD56 | Homogentisate 1,2-dioxygenase GN=hmgA -6,14 2,10
7 AO0A023CCV3 | Fumarylacetoacetase GN=PE143B_0109020 -3,65 3,11
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase
8 A0A023CAZ2 |GN=PE143B_0113705 -4,75 3,03
9 AOA023C9N8 | Succinate-semialdehyde dehydrogenase GN=gabD -3,25 3,87
10 |A0A023C5S4 | Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0123170 -3,05 4,08
Branched-chain-amino-acid aminotransferase
11 | AOA023CAP5 |GN=PE143B_0113205 -1,13 3,05
12 | AOA023CAT7 |Dihydrolipoyl dehydrogenase GN=PE143B_0113210 -4,04 4,49
13 |A0A023C4S1 |Glutaminase GN=PE143B_0124820 -2,07 2,32
2-oxoisovalerate  dehydrogenase  subunit alpha
14 | AOA023CAN8 | GN=PE143B_0113225 -5,13 3,12
15 | AOA023CGI6 | Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0103270 -2,45 3,05
16 |A0A023CB25 |Isovaleryl-CoA dehydrogenase GN=PE143B 0113710 |-4,70 3,79
17 |AO0A023C4T9 | Aspartate ammonia-lyase GN=aspA -1,87 2,06
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
18 |A0A023C6Z0 |GN=PE143B_0120340 -1,67 2,82
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase
19 | A0A023CB64 | GN=PE143B_0113695 -4,86 2,42
Sugar ABC transporter substrate-binding protein
20 |A0A023C384 |GN=PE143B_0127385 -2,28 1,97
21 | AOA023CDX8 | Aminotransferase GN=PE143B_0108575 -2,60 3,19
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex
22 |A0A023CB15 |GN=PE143B_0113215 -3,80 4,63
23 | A0A023CE26 |3-ketoacyl-ACP reductase GN=PE143B_0105730 -1,04 3,39
Succinyl-CoA:3-ketoacid-CoA transferase
24 | A0OA023C7K5 |GN=PE143B_0119485 -1,94 3,49
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Gamma-carboxygeranoyl-CoA hydratase
25 |A0A023CAX6 | GN=PE143B_0113700 -3,39 2,49
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
26 |A0A023C6W1 | GN=PE143B_0120345 -3,03 3,66
27 | A0A023CGE9 |Probable phosphoketolase GN=PE143B_0103150 -2,78 1,86
28 |A0A023CCY6 | Methionine gamma-lyase GN=PE143B_0110375 -2,24 3,27
29 |A0A023C422 | Thiol peroxidase GN=tpx -1,37 1,47
30 | A0A023CD34 | Dipicolinate synthase GN=PE143B_0109105 -1,90 1,50
31 | A0A023C463 | Aldehyde dehydrogenase GN=PE143B_0125635 -1,46 2,00
32 | A0OA023CGI8 | Aldehyde dehydrogenase, GN=PE143B_0105310 -2,43 1,69
Multidrug ABC transporter ATP-binding protein
33 | AOA023CE41 |GN=PE143B_0105710 -1,31 2,48
34 | AOA023CGD1 |Universal stress protein GN=PE143B_0103075 -2,42 2,12
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
35 | AOA023CG92 |GN=PE143B_0102520 -4,56 1,95
36 | A0A023C8W?7 | Cell division protein FtsZ GN=ftsZ -1,40 3,90
Cell envelope biogenesis protein OmpA
37 |A0A023C8Y8 |GN=PE143B_0117665 -1,35 3,44
Gamma-glutamylputrescine oxidoreductase
38 | AOA023C4P2 |GN=PE143B_0124710 -2,39 1,32
39 | AOA023CEGO | Membrane protein GN=PE143B_0106060 -4,17 4,41
40 |A0A023C6Q4 | Arginine N-succinyltransferase GN=PE143B_0122445 |-1,24 1,60
41 | AOA023C5D2 |Superoxide dismutase GN=PE143B_0125285 -1,32 2,46
42 | AOA023CGE4 |Phosphoribosyl transferase GN=PE143B_0103070 -1,81 3,13
43 | AOA023CGC4 |Crotonase GN=PE143B_0102695 -1,87 1,51
44 | AOA023CBA6 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0112550 -1,88 1,70
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase
45 | A0OA023CED3 |GN=PE143B_0105720 -1,60 3,02
46 | AOA023CGH8 | Universal stress protein GN=PE143B_0103275 -2,17 2,09
L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase
47 | A0A023C4C1 | GN=PE143B_0125325 -1,80 1,80
48 | A0OA023CAN4 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0114540 -1,05 3,21
49 | A0OA023C7A4 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0119945 -1,33 1,72
50 | A0A023CBP3 | Rhizopine-binding protein GN=PE143B_0113000 -1,07 1,88
51 |A0A023CH72 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0103165 -2,42 2,16
52 | A0OA023C7G4 |Carbamate kinase GN=PE143B_0120160 -2,16 2,45
53 |A0A023C6DO0 | AMP-dependent synthetase GN=PE143B_0122545 -1,15 1,51
54 | AOA023CEL1 | Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0106840 -1,79 2,50
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55 | AOA023C6R1 | Amino acid transporter GN=PE143B_0122470 -1,22 1,51
56 |A0A023CCX1 | Maleylacetoacetate isomerase GN=PE143B_0109025 -3,98 1,70
57 | A0A023C705 |GTPase Obg GN=obgE -1,84 1,83
58 |A0A023C9Y2 | Carbon-nitrogen hydrolase GN=PE143B_0115340 -1,85 1,36
59 | A0A023C5Q3 | Catalase GN=katE -4,17 3,47
60 |A0A023C6D1 | CDP-glucose 4,6-dehydratase GN=PE143B_0121940 -1,76 1,56
61 | AOA023C4B5 |Porphobilinogen deaminase GN=hemC -1,12 1,45
ABC transporter ATP-binding protein
62 | AOA023CGF7 |GN=PE143B_0105345 -1,26 1,30
63 |AOA023C6TO | Amine oxidase GN=PE143B_0120965 -3,20 2,42
Putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
64 | AOA023CE24 | GN=phhB -2,19 2,99
5-dehydro-2-deoxygluconokinase
65 |A0A023CBL4 | GN=PE143B_0113030 -1,83 1,70
66 | A0A023C7Y8 |Rieske (2Fe-2S) protein GN=PE143B_0119165 -2,25 2,24
67 | A0A023CGJ4 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0103055 -3,49 3,65
68 | AOA023CG65 | Enoyl-CoA hydratase GN=PE143B_0102685 -1,25 1,51
69 |A0A023C7Z1 | MFS transporter GN=PE143B_0118960 -1,60 2,55
Amino acid ABC transporter ATP-binding protein
70 | AOA023CDE2 | GN=PE143B_0109440 -1,50 1,65
71 | A0A023C453 |50S ribosomal protein L28 GN=rpmB -2,27 2,59
Uncharacterized protein (Fragment),
72 | AOA023C1E2 | GN=PE143B_0130810 -4,32 3,01
73 | A0OA023CH66 | Ornithine aminotransferase, GN=PE143B_0103140 -3,18 3,24
74 | A0A023C596 | 30S ribosomal protein S17 GN=rpsQ -1,71 1,98
75 | A0A023C673 | Peroxiredoxin OsmC GN=PE143B_0122830 -1,85 1,72
ABC transporter substrate-binding protein
76 | AOA023CBF3 | GN=PE143B_0113095 -3,54 3,06
77 | AOA023CFX7 |30Sribosomal protein S6 GN=rpsF -1,77 1,33
78 | AOA023CF88 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0103925 -2,63 1,66
79 | A0A023C1T1 |Peptidase M24 GN=PE143B_0130085 -1,36 1,42
80 | A0A023C7Z7 |Ferredoxin GN=PE143B_0119170 -1,45 2,27
Fis family transcriptional regulator
81 | A0A023CHV5 | GN=PE143B_0101895 -1,71 2,03
82 | A0OA023CDW?7 | Coproporphyrinogen-IIl oxidase GN=PE143B_0108075 |-3,19 3,02
83 | A0A023C871 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0118335 -1,99 1,47
84 | AOA023CEP6 | 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase GN=kdsA |-1,52 1,47
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85 |A0A023C4D0 | NAD-dependent dehydratase GN=PE143B_0125540 -1,93 1,88

86 |A0A023C460 |D-amino acid dehydrogenase GN=dadA -2,68 2,46

87 | A0A023C4W6 | ATP-dependent DNA helicase RecG GN=recG -2,24 2,95

88 | A0OA023CAB4 |Peroxiredoxin GN=PE143B_0113965 -2,09 1,37

89 |A0A023C3C6 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0127160 -1,15 1,33

90 |A0A023CAN6 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0113900 -1,32 1,96
ATP-dependent DNA helicase RecG

91 |A0A023CEI5 |GN=PE143B_0105830 -2,68 2,15

92 | A0OA023C470 |Alanine racemase GN=alr -3,08 2,37

93 |A0A023C9S3 | GTPase Der GN=der -2,40 1,86

94 | A0A023C5A4 |50S ribosomal protein L29 GN=rpmC -2,26 1,70

95 |A0A023CC43 |ATPase GN=PE143B_0111115 -1,83 2,12

96 |A0A023C813 | (Fe-S)-binding protein GN=PE143B_0119085 -2,47 2,47
LysR family transcriptional regulator

97 |A0A023C6Y7 |GN=PE143B_0120335 -1,90 1,61
LysR family transcriptional regulator

98 |A0A023C4X3 |GN=PE143B_0124465 -1,77 1,59

99 | A0A023CGR9Y | Glycogen debranching protein GN=PE143B_0102100 -1,66 1,75

100 | AOA023C4X9 | Biopolymer transporter ExbB GN=PE143B_0124480 -2,90 1,47
1-deoxy-D-xylulose  5-phosphate reductoisomerase

101 | AOAO23CEF0 | GN=dxr -1,17 1,52

102 | AOA023CGE8 | 60 kDa chaperonin OFF

103 | AOA023C3E5 | Asparagine synthase OFF

104 | AOA023CBV3 | Malonate decarboxylase subunit beta OFF

105 | AOA023CE79 | Phenylalanine 4-monooxygenase OFF

106 | AOA023CB10 | ABC transporter substrate-binding protein OFF

107 | AOA023C1Q2 | Pyruvate dehydrogenase E1 component OFF

108 | AOA023CC60 | Malonate decarboxylase subunit gamma OFF

109 | AOA023CB79 | Pyruvate dehydrogenase OFF

110 | AOA023C413 | Aldehyde dehydrogenase OFF
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Tabla 3A. Lista de proteinas sobre-expresadas en fase estacionaria en medio de

acumulacion de PHA (NEO). Comparacion en aerobiosis. NEOest. vs NEOexp.

N | Uniprot Descripcion Log2 (veces|Logl0 (P)
de cambio)
Quinonprotein alcohol dehydrogenase,
1 A0A023CAQ4 | GN=PE143B_0113305 3,47 2,30
2 AO0A023C9B3 | Aconitate hydratase B, GN=PE143B_0116660, acnB 1,10 1,57
3 AO0A023CAS1 | Aldehyde dehydrogenase, GN=PE143B_0113335 2,40 2,33
Poly(3-hydroxyalkanoate) synthetase,
4 AO0A023CE49 | GN=PE143B_0105760 2,30 4,64
5 A0A023C7C0 | Porin, GN=PE143B_0119975 2,13 4,73
6 AO0A023C713 | Arginine deiminase, GN=arcA 3,57 2,48
7 A0A023C584 | Membrane protein GN=PE143B_0123645 2,47 3,58
8 AO0A023C6P3 | Malate synthase G, GN=gIcB 3,05 2,52
Electron transfer flavoprotein  subunit beta,
9 AO0A023CDI0 | GN=PE143B_0107560 1,71 1,83
10 |[AO0A023CE85 | Phasin, GN=PE143B_0105765 1,78 2,80
11 | A0A023C365 | Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0127635 2,18 2,62
12 | AOA023C6R3 | Acetyl-coenzyme A synthetase GN=acsA 2,40 1,55
13 | AOA023CDE8 | Enoyl-CoA hydratase GN=PE143B_0107660 3,77 4,12
14 | AOA023CFF3 | Malate dehydrogenase GN=PE143B_0104565 1,46 1,94
15 | AOA023CEB7 | Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0105725 1,48 1,39
16 | A0A023C8Z7 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0117740 5,81 2,58
17 | A0A023C519 |Isocitrate lyase GN=PE143B_0123985 1,47 2,37
18 | A0A023C734 | Serine/threonine protein kinase GN=PE143B_0121055 |5,22 3,31
19 | A0A023CD39 | Probable cytosol aminopeptidase GN=pepA 1,51 1,43
Ethanol-active dehydrogenase/acetaldehyde-active
20 |A0A023C3TO |reductase GN=adhP 4,69 3,01
21 | AOA023CEE7 |Elongation factor Ts GN=tsf 1,08 1,46
22 | AOA023C7N8 | Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0119495 1,96 2,81
23 | A0OA023CDC8 | Electron transporter RnfB GN=PE143B_0107555 2,11 3,04
24 | A0A023C9K3 | Transporter GN=PE143B_0115865 2,66 3,52
25 | A0A023CH10 | Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0102675 1,96 4,27
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26 |A0A023CH52 | Aldehyde dehydrogenase GN=PE143B_0100470 4,25 2,38

27 | A0A023CFA7 | 3-ketoacyl-CoA thiolase GN=fadA 1,40 2,02

28 | A0A023C670 |Acetylornithine aminotransferase GN=argD 1,89 1,75

29 | A0A023CG47 |NADP-dependent oxidoreductase GN=PE143B_0102535 | 2,34 1,48

30 | AOA023C8W9 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0117745 3,97 3,48
Leucine ABC transporter substrate-binding protein

31 | AOA023CEQ3 |GN=PE143B_0106585 521 2,63

32 | A0A023CDT8 |2-methylisocitrate lyase GN=prpB 3,09 2,06
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein

33 | A0A023CD72 |GN=PE143B_0108910 3,49 4,45

34 | A0A023C743 |Thioredoxin reductase GN=PE143B_0120505 3,11 3,59

35 | AOA023C2Z2 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0127915 2,42 2,79

36 |AOA023CE31 |Phosphate acetyltransferase GN=PE143B_0105755 3,50 1,85

37 | A0A023C9WS8 | 2-isopropylmalate synthase GN=leuA 3,05 2,58

38 | AOA023C8R8 |Porin GN=PE143B_0116845 2,14 2,29

39 | AOA023CE78 |Glycoside hydrolase family 43 GN=PE143B_0105715 1,69 2,03

40 | AOA023C4A6 |Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) GN=pckA 3,71 3,95
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase

41 | AOA023CED3 | GN=PE143B_0105720 2,58 2,72
Branched-chain-amino-acid aminotransferase

42 | AOA023CAP5 |GN=PE143B 0113205 1,47 2,24

43 | A0OA023C791 |Fumarate hydratase class| GN=PE143B_0119840 1,45 2,05
Electron transfer flavoprotein-ubiquinone

44 | A0A023CDA1 |oxidoreductase GN=PE143B_0107550 1,14 2,46
3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase

45 | A0A023C404 |GN=PE143B_0127650 1,40 2,72

46 | A0OA023C698 |Phosphoserine aminotransferase GN=serC 2,48 1,47

47 | A0A023CDV4 | Phosphoenolpyruvate synthase GN=PE143B_0107865 |1,61 2,70

48 | A0A023C6VO0 |Indole-3-glycerol phosphate synthase GN=trpC 1,71 2,11

49 | A0A023CE26 | 3-ketoacyl-ACP reductase GN=PE143B_0105730 3,53 4,11
Bifunctional polymyxin resistance protein ArnA

50 | A0A023CG80 | GN=arnA 1,61 2,20
N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

51 | A0A023C1M4 | GN=argC 1,60 4,57

52 | AOA023CFQ3 | Glutamate synthase GN=gltB 2,37 1,65

53 | A0A023C7K2 | Ornithine carbamoyltransferase GN=PE143B_0120165 |2,83 1,89

54 | A0A023C960 |Chaperone protein ClpB GN=clpB 1,41 1,84
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Poly(3-hydroxyalkanoate) granule-associated protein

55 |AOA023CFL9 |PhaF GN=PE143B_0104460 2,95 2,85
56 |A0A023CFT0O |Adenylosuccinate synthetase GN=purA 1,41 3,00
57 |A0A023C3T1 |Virulence factor SrfB GN=PE143B_0127920 1,92 2,78
58 | A0A023C2Y5 |Serine/threonine protein kinase GN=PE143B_0127905 | 2,79 2,75
59 | A0A023CC97 |Porin GN=PE143B_0111250 1,19 3,16
60 | AOA023CHN2 | Glutamate dehydrogenase GN=PE143B_0101200 1,81 1,37
61 | A0OA023CGJ5 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0105365 2,53 4,15
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
62 | AOA023CCH7 | binding protein GN=PE143B_0111180 2,99 3,19
63 |[AO0A023C7F0 | Pyruvate kinase GN=PE143B_0119850 2,24 2,19
64 | AOA023CID9 | Endopeptidase La GN=PE143B_0101230 1,47 1,35
ABC transporter substrate-binding protein
65 | AOA023CEU1 | GN=PE143B_0106440 3,34 5,06
66 | AOA023C7X7 | Phosphoglycerate kinase GN=pgk 2,52 3,57
67 | A0A023CG44 | Transcriptional regulator GN=PE143B_0102510 1,89 1,32
68 | AOA023CF20 | Amino acid ABC transporter GN=PE143B_0103965 3,95 2,18
69 |A0A023C7T1 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0119575 1,31 1,90
70 | A0A023C216 |Serine--tRNA ligase GN=serS 1,94 1,82
71 | AOA023CCE1 | Dihydroxy-acid dehydratase GN=ilvD 1,65 2,05
72 | A0OA023C6W?2 | Anthranilate synthase component 1 GN=trpE 1,79 2,58
73 | AOA023CEK9 |RND transporter GN=PE143B_0106125 1,48 2,07
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
74 | A0A023C6Z0 |GN=PE143B_0120340 3,52 2,92
75 | A0A023C4U2 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0126060 2,35 3,98
76 | AOA023CA68 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GN=gapA |1,13 1,37
77 | AOA023C5K8 |Isocitrate dehydrogenase [NADP] GN=PE143B_0123940 | 3,19 2,06
78 | AOA023CHMO | Serine hydroxymethyltransferase GN=glyA 3,41 2,82
79 | A0A023C7B1 |Arginine biosynthesis bifunctional protein Arg] GN=arg] | 2,75 3,21
80 |AO0A023CAZ8 | Glutamine--tRNA ligase GN=gInS 1,82 2,51
81 | A0A023C5M9 | Oligopeptidase A GN=PE143B_0122860 1,78 2,88
82 | AOA023CBAS | Betasliding clamp GN=PE143B_0118520 1,73 2,60
83 | A0A023CF92 | DNA-binding transcriptional regulator NtrC GN=gInG 3,52 1,46
84 |AO0A023CBK6 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0112980 2,50 4,11
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85 |A0A023C387 | Acetyl-CoA hydrolase GN=PE143B_0127630 2,86 1,58
NADP transhydrogenase subunit alpha
86 |A0A023C6C1 |GN=PE143B_0123160 3,42 3,87
87 | A0A023CB85 | Aminopeptidase N GN=pepN 1,94 1,41
88 | A0A023CFB1 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0104025 2,42 2,40
89 |A0A023C1X2 | Membrane protein GN=PE143B_0130115 1,09 2,27
90 |A0A023C8Q3 | UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase GN=murC 1,69 2,45
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
91 |A0A023CG82 |GN=PE143B_0102470 1,56 1,75
92 | AOA023CEC3 | Adenylate kinase GN=adk 3,77 2,14
93 |A0A023CDM9 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0107595 4,69 3,64
94 | A0A023CAG1 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0114235 1,61 1,50
95 |A0A023CAZ4 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0113300 4,10 2,43
96 |A0A023CFF5 |Alpha-1,4 glucan phosphorylase GN=PE143B_0104265 |2,37 2,61
97 |A0A023CGDO | Protein HfIC GN=PE143B_0105175 1,42 1,95
98 |A0A023C6]9 |Probable allantoicase GN=alc 3,41 1,61
99 | A0A023CG65 | Enoyl-CoA hydratase GN=PE143B_0102685 1,77 1,73
100 | AOA023CGR2 | Phosphoglucomutase GN=PE143B_0103390 3,08 1,66
101 | AOA023C677 | Membrane protein, GN=PE143B_0121735 1,73 2,38
102 | AOA023CI61 | Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase GN=hemL | 2,21 2,75
103 | AOA023CI41 | Cyclic nucleotide-binding protein, GN=PE143B_0100880 | 2,49 2,44
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase
104 | AOA023C7W8 | GN=PE143B_0118900 1,68 2,02
105 | AOA023CF54 | 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase, GN=dapA 1,69 2,38
106 | AOA023CIB0 | Carbon starvation protein A, GN=PE143B_0101110 1,43 1,97
107 | AOAO23CCN2 | S-transferase GN=PE143B_0109905 3,18 2,30
108 | AOA023CD53 | Peptidase inhibitor 142 GN=PE143B_0109205 1,32 3,32
109 | AOA023C5S8 | Catalase GN=PE143B_0123705 1,75 2,83
110 | AOA023C860 | Aldehyde dismutase ON
111 | AOA023CGI6 | Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0103270 ON
112 | AOAO23CDRS5 | Methyl-citrate synthase, GN= PE143B_0107790; prpC ON
113 | AOA023CF65 | Aconitate hydratase GN=PE143B_0107425, acnA ON
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
114 | AOA023C254 | GN=PE143B_0128055 ON
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115 | AOA023CHVO | Acetyl-coenzyme A synthetase GN=acsA ON
116 | AOA023C7Z9 | Sarcosine oxidase subunit alpha GN=PE143B_0119215 |ON
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
117 | AOA023C6W1 | GN=PE143B_0120345 ON
118 | AOA023CCY6 | Methionine gamma-lyase GN=PE143B_0110375 ON
119 | AOA023CC59 | Glutamine synthetase GN=PE143B_0111190 ON
Multidrug ABC transporter ATP-binding protein
120 | AOA023CE41 | GN=PE143B_0105710 ON
121 | AOA023CCD3 | Aldehyde dehydrogenase GN=PE143B_0110930 ON
122 | AOA023CCG2 | Aminotransferase GN=PE143B_0111185 ON
ABC transporter substrate-binding protein
123 | AOA023CAH4 | GN=PE143B_0115140 ON
124 | AOA023C2MS5 | Cytochrome C GN=PE143B_0130185 ON
Type I restriction enzyme R Protein
125 | AOA023CE88 | GN=PE143B_0105820 ON
Glycine/betaine ABC transporter substrate-binding
126 | AOA023C7Y4 | protein GN=PE143B_0119000 ON
127 | AOAO23CDE9 | Aconitate hydratase GN=PE143B_0107795, acnD ON
128 | AOA023CDO01 | ATPase GN=PE143B_0108880 ON
129 | AOA023C825 | Serine hydroxymethyltransferase GN=glyA ON
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
130 | AOAO23CAR2 | binding protein GN=PE143B_0113280 ON
Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
131 | AOA023CC33 | GN=PE143B_0111065 ON
132 | AOA023C8P5 | Long-chain fatty acid--CoA ligase GN=PE143B_0117750 |ON
133 | AOA023CGHS8 | Universal stress protein GN=PE143B_0103275 ON
Peptide ABC transporter substrate-binding protein
134 | A0A023C918 | GN=PE143B_0116835 ON
NAD(P)H-quinone oxidoreductase
135 | AOAO023CAL1 |GN=PE143B_0115110 ON
136 | AOA023C4J2 | Nitrate reductase GN=narZ ON
137 | AOA023C7A4 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0119945 ON
138 | AOA023C9P6 | Cystine transporter subunit GN=PE143B_0116300 ON
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
139 | AOA023C737 | binding protein GN=PE143B_0121130 ON
140 | AOA023C401 | Dipeptidase GN=PE143B_0127625 ON
141 | AOA023C7G4 | Carbamate kinase GN=PE143B_0120160 ON
142 | AOA023C369 | Acyl-CoA dehydrogenase, GN=fadE ON
Molybdenum  cofactor  biosynthesis protein B
143 | AOA023CAU4 | GN=PE143B_0114225 ON

189




144 | AOA023C6D0 | AMP-dependent synthetase GN=PE143B_0122545 ON
145 | AOA023CEL1 | Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0106840 ON
146 | AOA023CFX4 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0105190 ON
UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine
147 | A0A023C8Q9 |ligase GN=murF ON
148 | AOA023C4M4 | 3-isopropylmalate dehydrogenase GN=leuB ON
149 | AOA023CDC1 | Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0109340 ON
150 | AOA023CA19 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0114660 ON
151 | AOA023C7X9 | Peptidase M19 GN=PE143B_0119070 ON
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
152 | AOA023CAV8 | GN=PE143B_0113315 ON
153 | AOA023CA81 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0113860 ON
154 | AOA023CF49 | NADH dehydrogenase GN=PE143B_0107320 ON
155 | AOAO23CEY6 | Cysteine synthase GN=PE143B_0107415 ON
156 | AOA023C3A8 | Isochorismatase GN=PE143B_0127025 ON
157 | AOA023C4B5 | Porphobilinogen deaminase GN=hem(C ON
158 | AOA023C1V0 | Aldo/keto reductase GN=PE143B_0130245 ON
159 | AOA023C754 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0120595 ON
160 | AOA023C712 | Site-determining protein GN=PE143B_0121355 ON
161 | AOA023CB95 | Diguanylate cyclase GN=PE143B_0112930 ON
162 | AOA023C4X7 | Orotate phosphoribosyltransferase GN=pyrE ON
163 | AOA023C4K4 | 6-phosphogluconolactonase GN=PE143B_0125215 ON
164 | AOA023CF21 | Universal stress protein GN=PE143B_0107470 ON
165 | AOA023CA74 | Uncharacterized protein, GN=PE143B_0115075 ON
ABC transporter ATP-binding protein
166 | AOA023C7T7 | GN=PE143B_0118990 ON
167 | AOA023CAN7 | Thiosulfate transporter subunit GN=PE143B_0114130 ON
LuxR family transcriptional regulator
168 | AOA023CAQ7 | GN=PE143B_0113255 ON
Glycine/betaine ABC transporter substrate-binding
169 | AOAO23CAR8 | protein GN=PE143B_0114075 ON
170 | AOA023C4P8 | Aspartate-semialdehyde dehydrogenase GN=asd ON
Iron ABC transporter substrate-binding protein
171 | AOA023CCK1 | GN=PE143B 0111310 ON
172 | AOA023C5L5 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0122825 ON
173 | AOA023C3R8 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0126640 ON
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174 | AOA023C2Y3 | 3-ketoacyl-ACP reductase GN=fabG ON
175 | AOA023C5P0 | Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0123045 ON
176 | AOA023C8H1 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0117890 ON
UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase
177 | AOA023C8M7 | GN=murD ON
178 | AOA023C901 | Glycerate dehydrogenase GN=PE143B_0117765 ON
179 | AOA023CCO08 | Membrane protein GN=PE143B_0110820 ON
180 | AOA023CIM5 | Ribosome association toxin RatA GN=PE143B_0101695 | ON
181 | AOA023C1T1 | Peptidase M24 GN=PE143B_0130085 ON
182 | AOA023C974 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0116435 ON
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase
183 | AOA023CFE4 | GN=PE143B_0104515 ON
Methionine ABC transporter substrate-binding protein
184 | AOA023C9U6 | GN=PE143B_0116225 ON
185 | AOA023CDX2 | (Fe-S)-binding protein GN=PE143B_0108100 ON
Keto-deoxy-phosphogluconate aldolase
186 | AOA023C5C2 | GN=PE143B_0125210 ON
187 | AOAO23CEP6 | 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase GN=kdsA | ON
Ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit
188 | AOA023C1Q6 | GN=PE143B_0130195 ON
189 | AOA023C8WS8 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0116975 ON
190 | AOA023CAA3 | Chemotaxis protein GN=PE143B_0115710 ON
191 | AOA023C643 | Threonine aldolase GN=PE143B_0122415 ON
192 | AOA023C5E9 | 3-isopropylmalate dehydratase large subunit GN=leuC | ON
193 | AOA023CHF7 | Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0100730 ON
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
194 | AOA023CEH4 | binding protein GN=PE143B_0105970 ON
195 | AOA023CDQ4 | Asp/Glu/hydantoin racemase GN=PE143B_0107730 ON
196 | AOA023CAY1 | CysB family transcriptional regulator GN=cysB ON
197 | AOA023CAX8 | Phenylhydantoinase ON
198 | AOA023CE66 | Ferredoxin-NADP reductase GN=PE143B_0105900 ON
Bifunctional glyoxylate/hydroxypyruvate reductase B
199 | AOA023C8N1 | GN=PE143B_0117505 ON
200 | AOA023CDF2 | Ornithine carbamoyltransferase GN=PE143B_0109490 |ON
0-acetylhomoserine aminocarboxypropyl transferase
201 | AOA023CG97 | GN=PE143B_0104820 ON
202 | AOAO23CEE1 | Oxidoreductase GN=PE143B_0105935 ON
203 | AOA023CFS7 | IMP dehydrogenase GN=PE143B_0105265 ON
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204 | AOA023CFG5 | Glutamate synthase GN=PE143B_0104615 ON
205 | AOA023C4D1 | CbbBc protein GN=PE143B_0125450 ON
206 | AOA023C9L8 | RND transporter GN=PE143B_0115835 ON
207 | AOA023C5N4 | Cytochrome c oxidase subunit 2 GN=PE143B_0122895 ON
UPF0229 protein PE143B_0121050
208 | AOA023C6S2 | GN=PE143B_0121050 ON
209 | AOA023C823 | Tryptophan synthase alpha chain GN=trpA ON
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]
210 | AOA023CED8 | GN=PE143B_0105745 ON
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
211 | AOA023CFW?2 | binding protein GN=PE143B_0105500 ON
212 | AOA023CDJ0 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0107610 ON
HecA family adhesin/hemagglutinin
213 | AOA023CHJ7 | GN=PE143B_0103560 ON
214 | AOA023C208 | Allophanate hydrolase GN=PE143B_0129870 ON
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase
215 | AOA023CFQO | GN=PE143B_0104505 ON
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
216 | AOA023CCA7 |GN=PE143B_0111425 ON
217 | AOA023CGP7 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0103310 ON
ABC transporter substrate-binding protein
218 | AOA023CCW1 | GN=PE143B_0110260 ON
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate
219 | AOA023CF86 | mutase GN=gpml! ON
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Tabla 4A. Lista de proteinas reprimidas en fase estacionaria en medio de

acumulacion de PHA (NEO). Comparacion en aerobiosis. NEOest. vs NEOexp.

N | Uniprot Descripcion Log2 (veces|Logl0 (P)
de cambio)
1 AO0A023C5B1 | DNA-directed RNA polymerase subunit beta, GN=rpoC -1,04 1,38
2 A0A023C5X4 | 50S ribosomal protein L10, GN=rpl] -1,78 2,81
3 A0A023C587 | 30S ribosomal protein S4, GN=rpsD -2,21 4,44
4 AO0A023C5B5 | 50S ribosomal protein L, GN=rplA -2,40 3,05
5 AOAO023CHTS5 | Translation initiation factor IF-2 GN=infB -1,48 3,30
6 A0A023C776 |50S ribosomal protein L2, GN=rplU -2,27 2,70
7 AO0A023C5A5 | 50S ribosomal protein L3, GN=rpIC -1,92 3,25
8 AO0A023CB32 | Trigger factor, GN=tig -2,00 2,10
9 AO0A023CFS4 |50S ribosomal protein L9, GN=rpll -2,16 3,43
10 |AOA023C9T2 | GMP synthase [glutamine-hydrolyzing], GN=guaA -1,19 3,36
11 | A0OA023C585 | DNA-directed RNA polymerase subunit alpha, GN=rpoA |-1,38 1,79
12 | AOA023C5A7 |50S ribosomal protein L2, GN=rplB -1,64 1,35
13 | AOA023CATO | ATP-dependent RNA helicase DeaD, GN=deaD -1,84 3,39
14 | A0A023C4S1 | Glutaminase, GN=PE143B_0124820 -1,10 1,53
15 | AOA023CEB4 | 30S ribosomal protein S2, GN=rpsB -2,24 3,30
16 | AOA023C4N5 | Amidophosphoribosyl transferase, GN=purF -1,08 2,35
17 | AOA023C5A2 | 50S ribosomal protein L22, GN=rplV -1,10 1,53
18 | A0OA023CEQ9 | RNA polymerase-associated protein RapA, GN=rapA -1,25 1,40
19 |A0A023C859 | Membrane protein insertase YidC, GN=yidC -1,40 2,21
20 |A0A023C5C0O |50Sribosomal protein L1, GN=rplK -1,88 3,17
Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate
21 | A0A023CD32 |aminotransferase GN=PE143B_0109400 -2,18 1,51
22 | A0A023C9Z7 | TonB-dependent receptor GN=PE143B_0115725 -1,50 2,03
23 |A0A023C6B3 | DNA gyrase subunit A GN=gyrA -1,09 2,02
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX
24 | AOA023CAV9 |GN=clpX -1,55 3,57
25 | A0A023C589 |50Sribosomal protein L6 GN=rplF -1,62 1,86
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26 |A0A023C5WS5 | 50S ribosomal protein L4 GN=rplD -1,63 1,43
27 | A0A023C5W6 | 30S ribosomal protein S7 GN=rpsG -2,12 2,86
28 | A0A023C5A3 | 30Sribosomal protein S5 GN=rpsE -2,24 2,24
29 |A0A023C5B4 |50Sribosomal protein L16 GN=rplP -1,61 2,20
30 | AOA023CAZ6 |Lon protease GN=lon PE=2 SV=1 -1,62 3,08
31 | AOA023C5V7 |30S ribosomal protein S3 GN=rpsC -1,93 2,19
32 | AOA023CAL9 |Lipoprotein GN=PE143B_0114465 -1,98 2,21
33 | AOA023CHR6 | Chaperone protein DnaJ] GN=dna] -2,75 2,76
34 | A0A023CA16 |30Sribosomal protein S16 GN=rpsP -1,58 3,14
35 | AOA023C5T9 |30S ribosomal protein S13 GN=rpsM -1,91 2,92
36 | A0A023C757 |Ubiquinol oxidase subunit 2 GN=PE143B_0120630 -1,09 1,32
37 | A0A023C9X7 |Histidine--tRNA ligase GN=hisS -1,14 2,37
ATP phosphoribosyltransferase regulatory subunit
38 | AOA023CFR6 | GN=hisZ -1,12 2,05
39 | AOA023C590 |50S ribosomal protein L15 GN=rplO -2,75 3,31
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
40 | AOA023CHZ4 | GN=PE143B_0100585 -1,08 1,29
41 | A0A023C5U5 |50S ribosomal protein L18 GN=rplR -2,29 3,73
42 | AOA023CF]J8 | ATP-dependent protease ATPase subunit HslU GN=hslU |-1,33 2,03
43 | AOA023C482 | Transcription accessory protein GN=PE143B_0125360 |-1,81 1,93
23S rRNA (guanosine-2'-0-)-methyltransferase RImB
44 | AOA023CFT2 | GN=rlmB -1,32 2,33
45 | A0OA023C8Y2 | 30Sribosomal protein S20 GN=rpsT -1,55 2,40
46 | AOA023CG72 | Bifunctional protein PutA GN=putA -3,06 2,60
Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase
47 |A0A023CFY7 | GN=PE143B_0105630 -1,08 2,55
48 | A0A023CAR3 | Succinate dehydrogenase GN=PE143B_0114050 -1,02 1,60
49 | A0OA023C5B6 |50Sribosomal protein L23 GN=rplW -3,02 3,48
50 |A0A023CF22 |DNA topoisomerase 1 GN=topA -1,36 1,72
51 |A0A023C578 |50S ribosomal protein L17 GN=rplQ -2,32 3,09
52 | A0A023C9U3 | Protein translocase subunit SecD GN=secD -1,26 1,98
53 | A0A023C599 |30S ribosomal protein S14 GN=rpsN -2,49 3,24
54 | A0A023C2L8 |50S ribosomal protein L13 GN=rplM -2,96 2,48
55 | A0A023C595 | 30S ribosomal protein S8 GN=rpsH -2,68 2,61
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56 | A0OA023CA39 |Copper resistance protein CopB GN=PE143B_0114590 |-1,39 1,58
57 |AOAO023C8E7 |RND transporter GN=PE143B_0117870 -4,63 1,84
58 | A0A023C453 |50S ribosomal protein L28 GN=rpmB -2,92 2,58
59 | A0A023C7D2 | Tol-Pal system protein TolQ GN=tolQ -1,35 2,96
60 |A0A023C592 |50S ribosomal protein L14 GN=rpIN -2,16 3,53
Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase
61 | A0A023C4Q2 |subunitbeta GN=accD -1,03 1,54
62 | A0A023C470 | Alanine racemase GN=alr -2,67 1,63
Amino acid ABC transporter ATP-binding protein
63 | AOA023CDE2 | GN=PE143B_0109440 -2,60 2,39
Ubiquinone/menaquinone biosynthesis C-
64 | AOA023CFI7 | methyltransferase UbiE GN=ubiE -1,35 1,78
Cro/Cl family transcriptional regulator
65 | AOA023C9R7 |GN=PE143B_0115305 -1,66 2,13
66 | AOA023CEZ7 | ABC transporter ATPase GN=PE143B_0107465 -1,64 2,16
67 |A0A023C591 |50S ribosomal protein L30 GN=rpmD -1,98 1,42
68 | A0OA023C6R1 | Amino acid transporter GN=PE143B_0122470 -2,24 3,05
69 | A0A023CB09 |HemolysinD GN=PE143B_0113780 -2,24 2,25
70 | A0OA023C614 |Probable M18 family aminopeptidase 2 GN=apeB -1,24 1,41
71 | AOA023CFQ8 | DNA topoisomerase 4 subunit B GN=parE -1,77 3,17
72 | AOA023C5A6 | 30S ribosomal protein S10 GN=rps] -2,50 4,10
73 | A0OA023C9X8 |10 kDa chaperonin GN=groS -1,40 1,52
74 | AOA023C7Y0 | ATP-dependent RNA helicase RhlIE GN=rhlE -2,07 2,64
75 | AOA023CHXO0 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0101970 -1,26 2,48
76 | A0A023C5I9 |50S ribosomal protein L20 GN=rplT -2,95 3,36
77 | AOA023CGLO | DNA-binding protein GN=PE143B_0105440 -1,31 1,32
78 | A0OA023C5C3 | 50S ribosomal protein L7/L12 GN=rplL -1,88 2,06
79 | AOA023CFT9 |Glycosyltransferase GN=PE143B_0104940 -2,07 1,61
80 |A0A023C9V7 |50S ribosomal protein L19 GN=rplS -1,66 1,96
81 | A0A023C1]J9 |30Sribosomal protein S9 GN=rpsl -1,77 3,36
82 | A0A023C9S3 | GTPase Der GN=der -3,98 3,70
83 | A0A023CIJ8 |30Sribosomal protein S15 GN=rpsO -1,24 1,50
84 | A0OA023C5A0 |30Sribosomal protein S19 GN=rpsS -2,39 1,76
85 |A0A023CA41 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0115610 -2,22 2,20
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86 |A0A023CB01 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0113575 -1,16 1,42
87 |A0A023C4Y6 |Energy transducer TonB GN=PE143B_0124470 -3,44 3,34
88 | A0A023CIM4 | Penicillin-binding protein 1B GN=PE143B_0101965 -2,27 1,85
89 |A0A023C867 |ATP synthase epsilon chain GN=atpC -1,44 2,70
90 |[A0A023C703 |50S ribosomal protein L27 GN=rpmA -2,61 2,66
91 |A0A023CFZ8 | TonB-dependent receptor GN=PE143B_0102060 -3,33 1,64
92 | A0OA023CFX7 |30Sribosomal protein S6 GN=rpsF -2,73 2,11
93 | A0A023CHY9 | Ribosome-binding factor A GN=rbfA -1,94 1,89
Outer membrane protein assembly factor BamE
94 | AOA023CHRO | GN=bamE -1,58 1,62
Glucose-1-phosphate cytidylyltransferase
95 |A0A023C6B4 | GN=PE143B_0121935 -3,97 1,40
96 |A0A023CBWS8 | Porin GN=PE143B_0111810 -3,43 1,99
97 | A0A023C8X0 |Flavodoxin GN=PE143B_0116930 -1,61 2,13
98 | A0A023C598 |30Sribosomal protein S11 GN=rpsK -2,31 2,59
99 |A0A023C6K8 |50S ribosomal protein L32 GN=rpmF -3,40 1,65
ABC transporter ATP-binding protein
100 | AOAO23CCF3 |GN=PE143B_0111535 -2,86 3,52
101 | AOA023C5A9 | 30S ribosomal protein S12 GN=rpsL -2,44 2,10
102 | AOA023C4T9 | Aspartate ammonia-lyase GN=aspA -2,73 2,68
103 | AOA023C8V7 |Ligand-gated channel protein GN=PE143B_0116925 -4,33 2,52
104 | AOA023C4X9 | Biopolymer transporter ExbB GN=PE143B_0124480 -3,94 2,83
105 | AOA023C6H5 | Peptide synthase PvdL GN=PE143B_0121285 OFF
106 | AOA023C8A9 | Ornithine monooxygenase PvdA GN=PE143B_0117850 | OFF
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Tabla 5A. Lista de proteinas sobre-expresadas en condiciones aerdbicas vs.

microaerobicas en medio NEO. NEOA. vs NEOM.

N Uniprot Descripcion Log2 (veces |Logl0 (P)
de cambio)

Quinonprotein alcohol dehydrogenase

1 AO0A023CAQ4 | GN=PE143B_0113305 3,27 2,40

2 A0A023CAS1 Aldehyde dehydrogenase GN=PE143B_0113335 1‘90 2‘34
Poly(3-hydroxyalkanoate) synthetase

3 AOA023CE49 | GN=PE143B_0105760 1,37 2,69

6 AOA023CFK1 Glutamine Synthetase GN=glnA 1‘14 2'99

8 AOA023C6R3 | Acetyl-coenzyme A synthetase GN=acsA 2,72 2,07

9 AOA023CEB7 Acetyl-CoA acetyltransferase GN=PE143B_0105725 1,46 1,90

10 A0A023C87Z7 Uncharacterized protein GN:PE143B_0117740 2,80 2,21
Serine/threonine protein kinase

11 [A0A023C734 |GN=PE143B_0121055 6,63 3,69
Ethanol-active dehydrogenase/acetaldehyde-active

12 | A0OA023C3TO |reductase GN=adhP 2,24 2,46

13 | AOA023C9K3 Transporter GN=PE143B_0115865 1,70 2.15

14 | A0A023cgE2 | Pyruvate carboxylase subunitB- GN=PE143B_0118800 2.19 2,92

15 A0A023C8W9 Uncharacterized protein GN=pE143B_0117745 2,69 2’03
Leucine ABC transporter substrate-binding protein

16 | A0A023CEQ3 |GN=PE143B_0106585 4,19 3,23
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein

17 |A0A023CD72 | GN=PE143B_0108910 3,32 3,85
3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase

19 | A0A023C404 |GN=PE143B_0127650 1,16 1,81

20 AO0A023CF65 Aconitate hydratase GN=PE143B_0107425 3,34 2’59

21 AOA023CFQ3 Glutamate Synthase GN=gltB 1,59 1,56

22 | AOA023C887 Quinone oxidoreductase GN=PE143B_0118420 140 190
Poly(3-hydroxyalkanoate) granule-associated protein

23 | A0A023CFL9 |PhaF GN=PE143B_0104460 2,20 2,41

24 | A0A023C8G1 | Pyruvate carboxylase subunitA GN=PE143B_0118795 1,89 1,53
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Cystine transporter subunit GN=PE143B_0116300

26 | A0A023C9P6 1,54 3,48
Peptide ABC transporter substrate-binding protein

27 |A0A023C8Z2 |GN=PE143B_0116840 1,77 1,74
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-

29 |A0A023CCH7 |binding protein GN=PE143B_0111180 1,56 1,91
30 |A0A023cip9 |Endopeptidase La GN=PE143B_0101230 195 178
ABC transporter substrate-binding protein
31 | A0A023CEU1 | GN=PE143B_0106440 4,03 2,37
32 | A0A023CcE91 | Phosphoenolpyruvate carboxylase GN=ppc 196 190
33 | AOA023CF20 Amino acid ABC transporter GN=PE143B_0103965 3.15 1,75
34 | A0A023C816 Tryptophan synthase beta chain GN=trpB 2,66 1,70
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-

35 | A0A023CAR2 | binding protein GN=PE143B_0113280 2,82 3,00
36 | A0A023C6R2 | Pyrroloquinoline-quinone synthase GN=pqqC 109 243
38 A0A023CE99 Multldrug transporter AcrB GN=PE143B_O 106130 392 145
39 | A0A023CI20 Acetolactate synthase GN=PE143B_0101980 123 171
Peptide ABC transporter substrate-binding protein
40 |A0A023C918 |GN=PE143B_0116835 1,48 2,72
Succinate-semialdehyde dehydrogenase
41 | A0A023C3W9 | GN=PE143B_0126370 2,46 5,83
42 | A0A023CGI6 |Alcohol dehydrogenase GN=PE143B_0103270 1,52 2,39
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
43 | A0A023C6Z0 |GN=PE143B 0120340 2,90 4,57
[socitrate dehydrogenase [NADP]

44 | A0A023C5K8 | GN=PE143B_0123940 1,40 1,30
45 | AOA023CEC4 Chemotaxis protein CheW GN=PE143B_0108840 1,24 316
UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine
46 |A0A023C8Q9 |ligase GN=murF 1,48 2,66
Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
47 |A0A023CC33 |GN=PE143B_ 0111065 1,62 1,56
48 | A0A023C678 | Transaldolase GN=tal 1,72 1,31
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-

49 |A0A023C737 |binding protein GN=PE143B_0121130 3,02 3,16
50 | AOA023CDQ4 Asp/Glu/hydantoin racemase GN=PE143B_0107730 1,13 3.25
51 | A0A023C4K4 6-phosphogluconolactonase GN=PE143B_0125215 2,17 2,14
52 | A0A023CBKe | Chemotaxis protein  GN=PE143B_0112980 476 3,20
NADP transhydrogenase subunit alpha
53 | A0A023C6C1 |GN=PE143B_0123160 1,39 1,87
54 | AOA023CFB1 Uncharacterized protein GN=PE143B_0104025 147 142
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Peptidoglycan-binding protein GN=PE143B_0124640

55 |AO0A023C4N6 1,12 1,72
57 | A0A023CITe |Acetolactate synthase 3 regulatory subunit GN=ilvH 1,07 1,74
58 | AOA023C4B6 Uncharacterized protein GN=PE143B_0125520 1,16 1,73
59 | AOA023CEC3 Adenylate kinase GN=adk 1,82 2,57
60 | A0OA023CIL8 RND transporter GN=PE143B_0115835 2,69 2,40
61 | AOA023C526 Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0125845 1,27 1,39
62 | AOA023C6D7 Acyl-CoA thioesterase GN=PE143B_0122070 2,52 1,55
63 AO0A023CDM9 Uncharacterized protein GN=PE 143B_0107595 1‘75 1,88
65 | A0A023C901 | Glycerate dehydrogenase GN=PE143B_0117765 2,04 1,62
66 | A0A023CED1 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0106140 1,71 3,47
67 | A0A023CAZ4 |Uncharacterized protein GN=PE143B_0113300 3,15 2,61
69 | A0A023CDC1 Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0109340 2,66 2,93
70 | A0OA023CDO1 ATPase GN=PE143B_0108880 2.26 1,75
Cytochrome D wubiquinol oxidase subunit III
71 | A0OA023C1P9 | GN=PE143B_0130275 1,34 1,30
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]

72 | AOA023CED8 | GN=PE143B_0105745 1,42 1,33
73 | AOA0O23CA74 Uncharacterized protein GN=PE143B_0115075 1,33 2.32
Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase
74 | A0A023CI61 | GN=hemL 1,63 2,63
3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenase
75 | A0OA023CGCO | GN=PE143B_0102670 1,78 2,71
LysR family transcriptional regulator
77 |AO0A023CB30 | GN=PE143B_0113735 3,72 1,31
78 | AOA023C265 Uncharacterized protein GN=PE143B_0129350 1,86 2,67
79 | AOA023CIS0 Carbon starvation protein A GN=PE143B_0101110 2,37 4,88
80 AOA023CCN2 S-transferase GN=pE143B_0109905 1,18 1’54
DeoR faimly transcriptional regulator
81 | A0A023CFC2 |GN=PE143B_0103935 2,86 3,11
83 | A0A023CD53 Peptidase inhibitor 142 GN=PE143B_0109205 1,23 151
84 | AOA023CGF4 Universal stress protein GN=PE143B_0103175 1,59 1,45
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Uncharacterized protein GN=PE143B_0123600

85 |A0A023C558 1,43 2,25
87 | AOA023C4HO Glutathione S-transferase GN=PE143B_0125135 2.65 2,08
Multidrug ABC transporter ATP-binding protein
88 | A0A023CCJ4 |GN=PE143B_0111370 1,60 1,70
89 | A0A023C371 Chemotaxis protein CheY GN=PE143B_0126075 1,40 2,34
90 | A0A023C860 Aldehyde dismutase GN=PE143B_0119230 ON

Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
91 | A0A023CFT8 | GN=PE143B_0105325 ON
92 | AOA023C779 Sarcosine oxidase subunit alpha GN=PE143B_0119215 ON
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
93 | A0A023C6W1 | GN=PE143B_0120345 ON
94 | A0A023CCY6 | Methionine gamma-lyase GN=PE143B_0110375 ON
95 | A0A023Cg25 | Serine hydroxymethyltransferase GN=glyA ON
96 | AOA023CGHS Universal stress protein GN=PE143B_0103275 ON
97 AO0A023C6D0 AMP-dependent Synthetase GN=PE 143B_0122545 ON
98 | AOA023CFX4 Chemotaxis protein GN=PE143B_0105190 ON
99 | A0A023C7X9 | Peptidase M19 GN=PE143B_0119070 ON
100 | AOA023CA81 Chemotaxis protein GN=PE143B_0113860 ON
ABC transporter ATP-binding protein
101 [ AOA023C7T7 |GN=PE143B_0118990 ON
Glycine/betaine ABC transporter substrate-binding
102 | AOAO23CAR8 | protein GN=PE143B_0114075 ON
103 | A0A023C2Y3 | 3-ketoacyl-ACP reductase GN=fabG ON
104 | A0A023cgH1 | Uncharacterized protein GN=PE143B_0117890 ON
107 | A0A023CF92 | DNA-binding transcriptional regulator NtrC GN=gInG | oy
Spermidine/putrescine ABC transporter substrate-
108 | AOA023CEH4 | binding protein GN=PE143B_0105970 ON
109 | A0A023cAxg | Phenylhydantoinase GN=PE143B_0113420 ON
112 | A0A023C5N4 | Cytochrome c oxidase subunit 2 GN=PE143B_0122895 | 4y
UPF0229 protein PE143B_0121050
113 | A0OA023C6S2 | GN=PE143B_0121050 ON
Branched-chain amino acid ABC transporter substrate-
114 | AOA023CFW2 | binding protein GN=PE143B_0105500 ON
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Uncharacterized protein GN=PE143B_0107610

115 | AOA023CDJ0 ON
Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase

117 |A0OA023CFQO | GN=PE143B_0104505 ON
Amino acid ABC transporter substrate-binding protein

118 | AOA023CCA7 | GN=PE143B_0111425 ON

119 | AOA023CGP7 Uncharacterized protein GN=PE143B_0103310 ON
ABC transporter substrate-binding protein

120 | AOA023CCW1 | GN=PE143B_0110260 ON
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Tabla 6A. Lista de proteinas reprimidas en

microaerdbicas en medio NEO. (NEOA vs. NEOM)

condiciones aerodbicas vs.

N | Uniprot Descripcion Log2 (veces |Logl0 (P)
de cambio)
1 | A0A023cEg7 |Flagellin GN=PE143B_0108635 1,06 2,07
2 | A0A023C5x4 | °0S ribosomal protein L10  GN=rpl] 1,41 2,55
3 | A0A023Cc587 | 30Sribosomal protein S4 GN=rpsD 1,26 3,13
4 |A0A023C5B5 | SOSribosomal protein L1 GN=rplA 1,24 1,85
5 | A0A023C776 | °0Sribosomal protein L21  GN=rplU 1,64 2,32
6 |A0A023C5A5 | °0Sribosomal protein L3 GN=rplC 1,22 4,01
7 | A0A023CFS4 | °0S ribosomal protein L9 GN=rpll 1,15 2.25
8 |A0A023C9Ng |Succinate-semialdehyde dehydrogenase GN=gabD 11,32 1,51
4-aminobutyrate aminotransferase
9 |AO0A023C9H7 |GN=PE143B_0116055 -1,07 1,31
10 | AOA023C5A7 50S ribosomal protein L2 GN=rplB 1,05 2,45
11 | AOA023CATO ATP-dependent RNA helicase DeaD GN=deaD 1,03 2,05
12 | A0A023C4S1 Glutaminase GN=PE143B_0124820 -2,49 2,08
13 | A0A023C473 Isocitrate dehydrogenase GN=PE143B_0123945 1,47 2,47
14 | A0A023cHY7 |GTPase GN=PE143B_0101660 1,15 2,21
15 | AOAO23CEB4 30S ribosomal protein S2 GN=rpsB 1,16 215
16 | AOA023C4NS Amidophosphoribosyltransferase GN=purF 1,03 231
17 | AOA023C5C0 50S ribosomal protein L11 GN=rplK 1,56 2.60
Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate
18 | AOA023CD32 |aminotransferase GN=PE143B_0109400 -2,15 1,53
19 | AOA023C4R4 Translation initiation factor IF-3 GN=infC 1,27 1,93
20 | AOA023C5WS5 50S ribosomal protein L4 GN=rplD 1,03 1,70
21 | A0A023C5W6 30S ribosomal protein S7 GN=rpsG 1,17 2.00
22 | A0A023C705 | GTPase Obg  GN=obgE -2,84 2,53
23 | AOA023C4D0 NAD-dependent dehydratase GN=PE143B_0125540 1,24 1,32
24 | AOAO23CBF6 Saccharopine dehydrogenase GN=PE143B_0111640 -1,05 1,37
25 | AOA023C5S4 Acyl-CoA dehydrogenase GN=PE143B_0123170 21,33 2.43
26 | AOA023C5A3 30S ribosomal protein S5 GN=rpsE 1,19 1,67
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50S ribosomal protein L16 GN=rplP

27 | AOA023C5B4 -1,39 3,34
Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
28 | AOA023C4X2 |GN=PE143B_0124430 -1,24 1,68
29 | A0A023C5v7 | 30S ribosomal protein S3  GN=rpsC 1,79 2.29
30 | AOA023CHRe | Chaperone protein Dna] GN=dna] 1,29 1,29
31 | A0A023CA16 | 30S ribosomal protein S16 GN=rpsP 1,39 2,61
32 | A0A023C5T9 | 30S ribosomal protein S13  GN=rpsM 1,27 3,71
3-hydroxybutyrate dehydrogenase
33 | AOA023CC09 | GN=PE143B_0112055 -2,35 1,98
34 | AOA023C757 Ubiquinol oxidase subunit 2 GN=PE143B_0120630 1,52 1,83
35 | A0A023C590 | >0S ribosomal protein L15 GN=rplO 1,54 2,62
36 | AOA023C5Us5 | ©0S ribosomal protein L18  GN=rplR 1,30 3,19
37 | A0A023C4Q7 0-succinylhomoserine sulthydrylase GN=metZ 1,63 1,95
38 | AOA023C482 | Transcription accessory protein GN=PE143B_0125360 1,37 1,34
39 | A0A023CgY2 | 30S ribosomal protein S20  GN=rpsT 1,19 2,02
40 | A0A023C596 | 30S ribosomal protein S17  GN=rpsQ 1,91 2.39
41 | A0A023C378 | Biopolymer transporter ExbB  GN=PE143B_0128955 1,41 1,60
42 | A0A023C5B6 | °0S ribosomal protein L23  GN=rplW 1,66 2.25
43 | A0A023c7B7 | Cold-shock protein  GN=PE143B_0119990 -1,60 1,94
44 | A0A023C578 | SOSribosomal protein L17  GN=rplQ 1,17 2,26
45 | AOA023C2Lg | °0S ribosomal protein L13  GN=rpIM 2,17 1,86
46 | AOA023C595 | 30S ribosomal protein S8 GN=rpsH 1,61 2.32
47 | A0A023CcDW7 | Coproporphyrinogen-IIl oxidase GN=PE143B_0108075 2,67 1,94
48 | A0A023C453 | S0Sribosomal protein L28 GN=rpmB -3,54 2,83
49 | A0A023CDz1 | Transcriptional regulator GN=PE143B_0108070 1,99 2,07
50 | AOA023C470 |Alanineracemase GN=alr 3,22 2,02
51 | A0A023C591 | 20S ribosomal protein L30  GN=rpmD 1,52 1,44
52 | A0A023C5A6 | 30S ribosomal protein S10  GN=rps] 1,39 2,83
53 | A0A023C7Y0 | ATP-dependent RNA helicase RhlE  GN=rhlE 1,57 2,16
54 | AOA023C5I9 50S ribosomal protein L20 GN=rplT 1,96 3,90
55 | AOA023C5U9 | ©0S ribosomal protein L24  GN=rplX 2,77 2.23
56 | AOA023Coy7 | ©0S ribosomal protein L19  GN=rplS 1,46 1,94
57 | A0OA023C460 | D-amino acid dehydrogenase GN=dadA 2,38 1,51
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GTPase Der GN=der

58 | AOA023C9S3 -3,11 3,06
N(5)-hydroxyornithine transformylase PvdF

59 | AOA023CCX2 | GN=PE143B_0110350 -2,49 1,65
LysR family transcriptional regulator

60 | AOA023C4X3 |GN=PE143B_0124465 -2,00 1,86

61 | A0A023C5A0 | 30S ribosomal protein S19  GN=rpsS 1,26 1,29

62 | AOA023C4Y6 Energy transducer TonB GN=PE143B_0124470 -2,80 3,00

63 | A0A023CEC2 | UDP-3-O-acylglucosamine N-acyltransferase GN=IpxD 291 2.36
Manganese ABC transporter ATP-binding protein

64 | AOA023CAM1 |GN=PE143B_0115160 -1,76 2,03
Uncharacterized protein (Fragment)

65 | AOA023C1E2 | GN=PE143B_0130810 -3,10 2,44
Phosphoribosylglycinamide formyltransferase

66 | AOA023CE25 | GN=purN -2,10 2,80

67 | A0A023C703 | °0S ribosomal protein L27 GN=rpmA 1,82 2,04

68 | A0A023C598 | 30Sribosomal protein S11  GN=rpsK 1,30 1,89

69 | AOA023CF88 Uncharacterized protein GN=PE143B_0103925 -2,09 1,35

70 | AOA023C5A9 30S ribosomal protein S12 GN=rpSL _1'51 1,97

71 | AOAO23C4ES Thioesterase GN=PE143B_0125485 1,48 1,39

72 | A0A023cgy7 | Ligand-gated channel protein GN=PE143B_0116925 -2.86 1,72

73 | AOA023C4X9 Biopolymer transporter ExbB GN=PE143B_0124480 -4.86 2,63
Ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta

74 | AOA023C1C4 | (Fragment) GN=PE143B_0131010 OFF

75 | A0A023C6H5 | Peptide synthase OFF

76 | AOA023C8A9 | Ornithine monooxygenase OFF

77 | AOA023C6H3 2,4-diaminobutyrate 4-aminotransferase OFF
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