Produccion de PHB a partir de Escherichia coli modificada, utilizando acidos grasos
volatiles como sustrato y acido oleico como inductor del proceso

Tatiana Zufiga Burgos

Asesora: Johana Husserl, PhD.
Universidad de los Andes

Resumen

Se conocen varios microorganismos, como Ralstonia eutropha H16, que son capaces de producir bioplasticos como el polihidroxialcanoato, que son biodegradables y tienen
caracteristicas similares a las de los plasticos derivados del petrdleo. Sin embargo, la produccion de dichos bioplasticos es bastante costosa, ya que requiere el uso de sustratos
costosos, como la glucosa, y el crecimiento de los microorganismos productores es lento y complejo. El presente estudio tiene como objetivo el desarrollo de microorganismos
modificados genéticamente (MMG) capaces de utilizar materia organica proveniente de aguas residuales y convertirla en bioplastico, sin utilizacién de antibi6ticos e inductores
comerciales que son cominmente utilizados para la produccion de sustancias de interés con MMGs. Con este proposito, Escherichia coli BL21(DE3) Gold fue modificada
genéticamente por medio del método CRISPR/Cas9 — A Red, para incorporar en su genoma los genes asociados a la produccion de polihidroxialcanoatos de Ralstonia
eutropha H16 (phaA, phaB y phaC), con la adicién de un promotor (PaldA) que es inducido en presencia de acido oleico, compuesto presente en las grasas, y un gen de
resistencia a tetraciclina como marcador de seleccion. La cepa resultante del proceso es una contaminacion oportuna que ademas de ser resistente a tetraciclina, es capaz de
producir biopléastico en presencia de acido oleico. Se espera poder identificar e incorporar este microorganismo en un tratamiento anaerobio (piloto) de aguas residuales

industriales del sector de produccion de lacteos, asi también como construir una E. coli recombinante que pueda ser también incluida en el estudio piloto.
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Introduccion

La materia orgénica presente en las aguas residuales es transformada
en acidos grasos volatiles (AGVs) de cadena corta durante los
procesos de biodegradacion. Los AGVs que se producen
comunmente incluyen los &cidos acético, butirico y propionico [1].
Durante el tratamiento anaerobio de las aguas residuales, los AGVs
son removidos en un proceso de metanogénesis donde se obtiene un
efluente de gas metano (CH4) que es aprovechado para la generacion
de energia eléctrica, entre otros usos [2].

Por otro lado es sabido que la bacteria Ralstonia eutropha
(Cupriavidus Necator) H16, en condiciones de exceso de carbono y
limite de otros nutrientes como el nitrégeno, es capaz de utilizar
AGVs como sustrato para la produccion de Poli(3-hidroxibutirato)
(PHB), el cual es un biopolimero de tipo polihidroxialcanoato que
puede ser utilizado en reemplazo de polimeros derivados del
petréleo, tales como el polipropileno (PP), poliestireno (PS) y
polietileno (PE) [3] [1]. Sin embargo, estudios revelan que la
produccion de PHB por parte de Ralstonia eutropha H16, en las
condiciones mencionadas, puede ser ineficiente debido a su lento
crecimiento. Con el fin de mejorar la capacidad de produccion
bioldgica de PHB, se han implementado técnicas de clonacién en las
que se modifican genéticamente cepas de Escherichia coli para que
estas sean capaces de producir este compuesto mas eficientemente
[4]. Los &cidos grasos son parte fundamental de la ruta metabélica
con la que E. coli recombinante produce PHB [5] [6].

E. coli es la bacteria méas utilizada para la produccion de proteinas
recombinantes por su facil crecimiento en el laboratorio, entre otros
[4] [7]. No obstante, en los estudios previos que han utilizado E. coli
modificada genéticamente para la produccion de bioplasticos, la
modificacion genética ha sido realizada mediante el uso de
plasmidos [8]; el uso de plasmidos requiere de la utilizacion de
antibioticos con el fin de mantener la presion de seleccion necesaria
para garantizar que estos sean replicados y expresados en la
progenie. [4]. Dado que la utilizacion a gran escala de antibioticos

es inadecuada, la utilizacién de plasmidos no es deseable [9], y seria
ideal utilizar métodos de modificacidn genética que integren
genémicamente los genes de biosintesis PHB en Escherichia coli.

Uno de los métodos mas precisos para integrar genes foraneos al
genoma de E. coli, es el sistema CRISPR/Cas9 — A-Red, ya que
permite una integracion efectiva de largos fragmentos de ADN en un
lugar determinado del genoma de E. coli como lo demostraron en su
estudio Chung y colaboradores [10]. CRISPR es la abreviatura en
inglés para “Repeticiones palindromicas cortas, agrupadas y
regularmente interespaciadas”, el cual es un sistema de respuesta
inmune mediado por ARN guia que tienen los organismos
procariotas para protegerse contra acidos nucleicos foraneos tales
como virus o plasmidos [11]. Cas9 es una proteina de tipo nucleasa
que ayuda a mediar la modificacidn genética mediante el clivaje del
ADN gendmico que da lugar a la reparacion y consecuente
integracién de ADN a través del mecanismo de recombinacion
homéloga en un lugar especifico del genoma bacteriano [12].
Mientras tanto el operdn A-Red del fago lambda es un ayudante que
consta de tres genes gam, bet y exo, que juntos incrementan la
eficiencia en la recombinacién homéloga del ADN a integrar [13].

Se sabe que la integracién de ADN para la produccion de proteinas
recombinantes en E. coli requiere de una secuencia promotora, que
es la que regula la transcripcion del ADN; una secuencia espaciadora
con un sitio de unién del ribosoma (RBS), conocida como la
secuencia Shine Delgarno (SD), los genes con sus respectivos
codones de inicio y finalizacién, y extremos homologos al sitio del
genoma donde va a ocurrir la integracion [14]. En general, los
sistemas de expresién en E. coli genéticamente modificada, utilizan
promotores hibridos inducibles con isopropil-B-o-
tiogalactopiranésido (IPTG) [8]. Sin embargo, en aplicaciones a gran
escala o dirigidas a productos para el consumo y/o servicio humano,
el uso de este reactivo es también indeseable debido a su toxicidad y
costo [14] [15]. Promotores inducibles con otro tipo de compuestos
son prometedores para la produccion de proteinas recombinantes a
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gran escala, como es el caso del promotor de la Aldehido
deshidrogenasa A en E. coli (PaldA), el cual es inducible con &cido
oleico. Como Han y colaboradores demostraron en su estudio, este
promotor cumple con las condiciones que se requieren en un sistema
de expresién: es estrictamente controlado bajo la induccién con
acido oleico, es fuerte, duradero y costo-efectivo [15].

Teniendo en cuenta que el acido oleico y AGVs son compuestos que
se pueden encontrar en los mismos efluentes residuales, tales como
aguas residuales urbanas y aguas residuales de la industria de
alimentos, el proposito de este estudio es construir una E. coli
recombinante (via sistema CRISPR/Cas9 — A-Red), capaz de
producir bioplasticos a partir de AGVs como sustrato y acido oleico
como inductor del sistema. Un clon con estas caracteristicas podria
ser utilizado como parte de un sistema de tratamiento de aguas
residuales, con el fin de aprovechar la materia organica alli presente
para la produccion de bioplasticos y de esta forma reducir los costos
de produccion de PHB [1] [16].

Materiales y Métodos

Cepas de E. coli y construccion de plasmidos

Se utiliz6 la cepa DH5a (lacZ-) (New England Biolabs) para el
mantenimiento de los plasmidos utilizados en el estudio; mientras
que la cepa BL21(DE3) (lacZ+) (New England Biolabs) y la cepa
BL21(DE3) Gold (lacz+, tetR) (Agilent technologies) fueron
utilizadas para la expresion del ADN foraneo del plasmido pET-
21a(+)PHB y del sistema CRISPR/Cas9 — A Red y subsecuente
insercion de ADN mediante reparacion homdloga directa (HDR),
respectivamente. Ambas cepas de E. coli fueron cultivadas en medio
Luria Bertani (LB) o Agar Triptona de Soya (TSA) con el
correspondiente antibiético.

Los plasmidos utilizados estan ilustrados en la Figura 1.A. El
pldsmido pTKRED de 10726 bp (Addgene # 41062) contiene el
origen de replicacion pSC101 que es sensible a la temperatura, por
lo cual puede ser curado de E. coli BL21(DE3) Gold a 42°C.
También tiene el gen de resistencia a la espectinomicina (Sm") y el
operon A-Red que codifica las proteinas Gam, Beta y Exo,
producidas bajo el control del promotor lacUV5 (Plac) inducible con
IPTG. pCas9 de 9326 bp (Addgene # 42876) tiene el gen de
resistencia al cloranfenicol (Cm"), el gen que codifica para la
produccion de la nucleasa, cas9, derivada de S. pyogenes, y el

tracrRNA. Todos los anteriores son controlados por promotores
enddgenos. pCRISPR de 2433 bp (Addgene # 42875) tiene el gen de
resistencia a la kanamicina (Km") y el sitio crRNA, el cual contiene
2 sitios de restriccion Bsal; en este sito debe subclonarse el ARN
guia para el sitio de modificacion en el genoma de E. coli. Siguiendo
la metodologia propuesta por Chung y colaboradores, pCRISPR fue
modificado para tener actividad especifica en el gen lacZ (resultando
en la formacién de pCRISPR::LacZ, ver Figura 1.C). Esto permite
verificar las colonias recombinantes por medio del método “Blue and
White screening” (Los oligonuclettidos utilizados en la
modificacion estan listados en la Tabla 1) [10].

PET-21a(+) de 5443 bp (Novagen) es el plasmido en el que se
mantiene el fragmento de ADN a integrar gendmicamente en E. coli.
Tiene el gen de resistencia a la ampicilina y se utiliza para evaluar
comparativamente la produccion de PHB como modelo tradicional
de sintesis. EI fragmento de ADN a ser insertado en el genoma de E.
coli fue disefiado a partir del operén de sintesis de PHB de Ralstonia
eutropha H16, el cual se compone de tres genes en orden phaCAB
(3850 bp). Como fue demostrado por Hiroe y colaboradores, un
orden de los genes distinto al que se encuentra en Ralstonia eutropha
H16 podria mejorar la eficiencia de produccion de PHB, siendo el
orden phaB, phaC, phaA, con el que se produce mayor cantidad de
bioplastico. [17]. Por esto, el orden phaBCA fue utilizado para este
estudio. La secuencia promotora (PaldA), espaciadora y el sitio de
union del ribosoma (RBS) (197 bp) fueron seleccionadas a partir del
estudio de Han y colaboradores, quienes evaluaron la induccién del
promotor de la Aldehido deshidrogenasa A con acido oleico [15] ;
esto se hizo ya que se queria incluir un promotor que fuera inducible
con un compuesto que estuviera presente en aguas residuales. Por
Gltimo se afiadio un gen de resistencia a la tetraciclina, derivado del
plasmido pACYC184 (1191 bp), como marcador de seleccion de
acuerdo con Chung y colaboradores [10]. El fragmento a integrar
tiene aproximadamente 5081 bp y la estructura ilustrada en la Figura
1.B. La secuencia descrita fue sintetizada y subclonada dentro de
PET-21a(+), entre los sitios de restriccion Hindlll y EcoRlI
respectivamente, como se observa en la Figura 1.C, formando el
plasmido pET21a(+)PHB. Esto con el fin de producir PHB de forma
tradicional utilizando un plasmido. EI ADN plasmidico fue
transformado en E. coli DH5a para su mantenimiento y en E. coli
BL21(DE3) para su expresién y consecuente produccién de PHB.

Tabla 1. Pareja de oligonucle6tidos con los que se modifica el plasmido pCRISPR para que tenga actividad especifica en el gen lacZ del genoma de E. coli BL21(DE3) Gold.
Pareja de primers con los que se amplifica, del plasmido pET-21a(+)PHB, el fragmento PaldA-phaBCA-tetR y se le adicionan los extremos homdlogos al gen lacZ (lugar

donde ocurre la integracion del fragmento).

Oligonucledtido Secuencia Objetivo Referencia
LacZ-Fwd aaacagatgtgcggcgagttgcgtgactacctacg
LacZ-Rev asacgtaggtagtcacgcaactcgeegeacatct Modificacion de pCRISPR — pCRISPR::LacZ [10]
Primer Secuencia Templado Tamaqo del Referencia
amplicon
Icgtatgtigigtggaatigtgagcggataacaatticacacaggaaacas
DetPHB Fwd tcgtatgttgtgtggaatigtgagcggataacaatttcacacaggaaacaaaaattgeccgtttgtgaacc
pET21a(+)PHB 5181 bp [10]
ttigatggaccatticggcacagccgggaagggcetggteticatccacgeq
DetPHB Rev tttgatggaccatttcggcacagccgggaagggctggtcttcatccacgegttcaggtcgaggtggecc
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Figura 1. Plasmidos a utilizar en el estudio. A) Plasmidos base: pCas9, pCRISPR, pET-21a(+) y pTKRED. B) Modificaciones a los plasmidos pCRISPR y pET-21a(+):
Adicion del crRNA o llamado también ARN guia para que pCRISPR tenga actividad especifica en el gen lacZ de E. coli BL21(DE3) Gold, mediante la sintesis de oligos en
direccion 5°- 3’y viceversa (LacZ-Fwd y LacZ-Rev) que son luego anillados para formar una secuencia doble catenaria, que es posteriormente subclonada en los sitios de
restriccion Bsal del plasmido pCRISPR, formando pCRISPR::LacZ; Adicién del fragmento PaldA-phaBCA-tetR (ADN lineal a ser integrado en el gen lacZ de E. coli
BL21(DE3) Gold) al plasmido pET-21a(+), entre los sitios de restriccién EcoRI1 'y Hindlll, formando pET-21a(+)PHB (Fragmento sintentizado y subclonado por la empresa
GENEWIZ New Jersey,USA). C) Plasmidos modificados: pCRISPR::LacZ y pET-21a(+)PHB.

Preparacién del ADN lineal por medio de PCR

El fragmento PaldA-phaBCA-tetR fue amplificado de pET-
21a(+)PHB por PCR utilizando primers de = 70 nt, que se componen
de 20 nt complementarios a la secuencia del fragmento PaldA-
phaBCA-tetR y 50 nt homdlogos al gen lacZ del genoma de E. coli
BL21(DE3) Gold (Figura 2), donde se va a hacer la insercion de los
genes de interés, como lo indican Chung y colaboradores [10]. Las
secuencias de cada primer se encuentran en la Tabla 1, donde la parte
subrayada corresponde a los extremos homologos a lacZ. Para la
amplificacion se utilizé la polimerasa OneTaq (New England
Biolabs), ya que no fue posible amplificar el segmento con ninguna
de las polimerasas de alta fidelidad disponibles; las condiciones de
amplificacion fueron: 30s a 94°C, 40 ciclos de 20 s a 94°C, 1:00 min
a45°C y 5:20 min a 68°C, y 10 min a 68°C. Los productos de PCR
fueron purificados con el kit Invisorb® Fragment CleanUp (Stratec
molecular), para eliminar inespecificidades que pudieran
obstaculizar la integracién de ADN.

petPHB-Fwd

petPHB-Rev

Figura 2. Conformacion del ADN lineal a integrar en el genoma de E. coli por PCR.
Se amplifica el fragmento PaldA-phaBCA-tetR y se adicionan extremos homélogos
alacZ.

Transformacidn, recuperacion celular y plagueo

Para la transformacion de ADN plasmidico y linear en E. coli se
utilizaron células quimiocompetentes, las transformantes se
obtuvieron mediante el método de choque térmico. Para hacer
presion de seleccion con antibidtico se utilizaron las siguientes
concentraciones individuales o en conjunto: 25 pg/mL de
cloranfenicol (Cm), 100 pug/mL de ampicilina (Ap), 50 pug/mL de
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Figura 3. Esquema del proceso de transformaciones realizadas. Primero, E. coli
BL21(DE3) Gold se prepara competente, y luego de una doble transformacion, ésta
célula contiene los plasmidos pCas9 y pTKRED. Esta misma célula es preparada
competente otra vez para transformar en ella el plasmido pCRISPR::LacZ y el ADN
lineal, con el fin de que ocurra la modificacién del genoma de E. coli BL21(DE3)
Gold y ahora contenga el fragmento.PaldA-phaBCA-tetR.




kanamicina (Km), 50 pg/mL de espectinomicina (Sm) y 15-80
pg/mL de tetraciclina (Tet). Para la induccion de la B-galactosidasa
y del operdn Red se utilizd IPTG 0.4 mM, y para la deteccion de la
B-galactosidasa (White-Blue screening) se utilizd X-gal (200
pg/mL). Para la introduccién e implementacion del sistema
CRISPR/Cas9 — A Red en E. coli BL21(DE3) Gold, se llevé a cabo
primero la trasformacion de pCas9 y pTKRED en E. coli BL21(DE3)
Gold competente (ver Figura 3). Se utilizaron 50 ng de cada
plasmido, y luego del choque térmico, las células fueron suspendidas
en 300 pL de medio SOC a 37°C por dos horas, y plaqueadas en
medio LB sélido con Cm/Sm a 37°C por 16 horas. Posteriormente,
estas células fueron cultivadas en medio LB con Cm, Sm e IPTG
(para inducir la expresion del operén Red); estas células se hicieron
quimiocompetentes, y luego se realizé la transformacién de 100 ng
de pCRISPR::LacZ y 1400 ng del ADN lineal. Para la recuperacién,
se suspendieron las células en 2 mL de medio SOC, en un tubo falcon
de 15 mL por 2.5 horas a 37°C, y fueron plaqueadas en agar TSA
con Km/IPTG/X-gal por 24 horas a 37°C [10].

Verificacion de la integracion de ADN

La integracién de ADN en la cepa base de acuerdo con la Figura 3
fue verificada mediante el método “Blue n’ White Screening” como
lo hicieron Chung y colaboradores en su estudio [10]. De las cajas
de cultivo plaqueadas se aislaron las colonias blancas de las azules,
y se cultivaron en medio LB ya que estas son aquellas que sufrieron
un clivaje en lacz, ahora denominadas como cepa recombinante. En
estas colonias se evalla la induccion de la expresion y por
consiguiente la produccién de bioplastico.

Induccidn de la expresion del ADN lineal integrado a E.

coli

Las colonias blancas aisladas fueron cultivadas en medio LB
suplementado con acido oleico a una concentracion de 5 g/L con el
fin de inducir la expresién de los genes phaBCA vy la resistencia a
tetraciclina, ambos regulados por el promotor de la Aldehido
deshidrogenasa A (PaldA) como lo indican Han y colaboradores en
su estudio [15], secuencias que componen el ADN lineal integrado a
E. coli BL21(DE3) Gold (ver Figura 2). La fuente de &cido oleico
utilizada fue aceite de oliva extra virgen, el cual se compone
aproximadamente en un 80% de acido oleico [18].

Para evaluar la expresion de las cepas recombinantes, se comparo el
crecimiento de la nueva cepa recombinante con su cepa base: E. coli
BL21(DE3) Gold. El crecimiento se compard a través de un
gradiente de concentracion y de una alta concentracion constante. El
primero a partir de sensidiscos artesanales a los que se transfirieron
60 L de stock de tetraciclina con concentracion de 10 mg/mL,
ubicados en el centro del agar LB suplementado con acido oleico, y
el segundo en cajas de agar LB suplementado con acido oleico y
tetraciclina con concentracion de 80 pg/mL.

Produccion y deteccion de PHB

Las cepas recombinantes fueron -cultivadas en medio LB
suplementado con &cido oleico para inducir la produccion de PHB,
y tetraciclina para prevenir la contaminacidon del cultivo. Se utilizé

el método de tincion de Negro de Sudan B para verificar la
produccion de bioplastico, como se ha implementado en estudios
anteriores [8].

Las colonias blancas obtenidas fueron cultivadas en medio LB
suplementado con &cido oleico y tetraciclina a 37°C y 300 rpm por
16 horas. De cada cultivo se transfirieron 10 pL a cada lamina de
vidrio y se esparcieron en la superficie. Las ldminas se flamearon y
se dejaron secando 10 minutos, y luego se adicionaron un par de
gotas del reactivo Negro de Sudan B a cada lamina y se dejaron 10
minutos para que las células absorbieran el colorante.
Posteriormente se adicionaron algunas gotas de Xileno a cada lamina
con el fin de remover el exceso de Negro de Sudan B e
inmediatamente se agregaron gotas de Safranina (colorante de
contraste) en la superficie. 10 segundos después se rociaron las
laminas con agua destilada para remover el exceso de colorante, se
dejaron en la cdmara de extraccion hasta que se secaran
completamente, y se observaron en el microscopio con lente de
inmersion [19]. Se utilizaron controles negativos (E. coli DH5a, E.
coli BL21(DE3) Gold) y controles positivos (E. coli BL21(DE3) con
el plasmido pET-21a(+)PHB), para evaluar la influencia del acido
oleico en la produccién de PHB y su papel como inductor de la
misma Se compard la produccion de PHB con las laminas, en
cultivos con y sin la presencia de &cido oleico.

Verificacion de la cepa recombinante

Crecimiento en agar selectivo

La cepa recombinante fue sembrada en agar Baird-Parker, medio de
cultivo en el cual solo crecen bacterias gram positivas. Como control
positivo se sembré Staphylococcus aureus. Este medio contiene por
litro: 10 gr de triptona, 5 gr de extracto de carne, 1 gr de extracto de
levadura, 5 gr de cloruro de litio, 12 gr de glicina, 10 gr de piruvato
sodico, 0,1 gr de telurito potasico, 20 gr de agar bacteriolégico y 50
mL de emulsién de yema de huevo, y es ajustado a un pH de 6,8 (BD
Diagnostic Systems — Heidelberg, Alemania). Las placas fueron
incubadas a 37°C por 16 horas.

Prueba de Indol

Como segunda corroboracion se realiz6 la prueba de Indol, con la
que se determina la habilidad de un organismo para degradar
triptéfano y producir indol, y es positiva para E. coli. Se prepararon
4 tubos de ensayo con 2,5 mL de caldo triptéfano. El caldo triptéfano
contiene por litro: 15 gr de triptona y 5 gr de cloruro de sodio, debe
ser ajustado a pH neutro y autoclavado por 15 minutos. Los tubos
fueron inoculados con E. coli DH5a y E. coli BL21(DE3) Gold como
controles positivos, con Staphylococcus aureus. como control
negativo, y con la cepa recombinante. La incubacion se realiz6 a
37°C por 18 horas.

Luego se adicionaron algunas gotas del reactivo de Kovac a cada
tubo para observar la reaccion positiva indicada por la formacion de
un anillo rojo en la superficie del cultivo. La reaccion negativa forma
un anillo amarillo en la superficie del cultivo. El reactivo de Kovac
se compone de alcohol isoamilo, p-dimetilaminobenzaldehido y
acido clorhidrico concentrado [20].



Tincion de gram

La tincion de Gram es una técnica que permite diferenciar bacterias
gram positivas de bacterias gram negativas. De los cultivos
preexistentes de la cepa recombinante, E. coli BL21(DE3) Gold y
Staphylococcus aureus, se tomaron 10 pL, se transfirieron cada uno
a una lamina de vidrio, y con un asa se difundid el cultivo a través
de la superficie. Se flamearon las laminas hasta que quedaron
completamente secas y se adicionaron algunas gotas del colorante
Cristal Violeta sobre la superficie. Después de un minuto se rociaron
las laminas con agua para remover el residuo de Cristal Violeta que
no se habia adherido a cada lamina por 5 segundos, y se adiciond
Lugol (solucién diluida de yodo y yoduro de potasio) para que el
Cristal Violeta pudiera fijarse a la pared celular de las bacterias.
Luego de un minuto se rociaron las laminas con acetona y a los 3
segundos se adiciond agua. Por ultimo, se agregaron algunas gotas
del colorante de contraste Fucsina y se incubaron las ldminas por un
minuto, para después eliminar excesos con agua por 5 segundos.
Cuando las laminas estaban completamente secas, se observaron en
el microscopio con lente de inmersidon [21].

Evaluacidn del potencial de las cepas recombinantes para
piloto de produccion de PHB en el efluente de un reactor
anaerobio

Para comparar la supervivencia de la cepa recombinante y Ralstonia
eutropha H16 en el efluente de un reactor anaerobio disponible en el
laboratorio (concentracion aproximada de AGVs totales de 3 g/L),
cada bacteria fue inoculada en 7 mL del efluente esterilizado por
filtracion y cultivada a 37°C y 250 rpm por 24 horas, y a 30°C y 250
rpm por 48 horas, respectivamente. El crecimiento fue medido en
términos de OD600 en un espectrofotometro.

Resultados vy discusion

CRISPR/Cas9 -~ A-Red
modificacion gendémica

herramienta de

como

Figura 4. La placa de la izquierda muestra a E. coli BL21(DE3) competente, que
tiene los plasmidos pCas9 y pTKRED en medio TSA con cloranfenicol,
espectinomicina, IPTG y X-gal. Como se observa en la imagen, las células crecieron
azules, lo cual demuestra que son lacZ positivas. La placa de la derecha muestra las
colonias blancas en una de las cajas plaqueadas. Del medio de recuperacion (SOC)
en el que se encontraban, se sembraron 500 pL.

Para verificar la modificacion genética de E. coli BL21(DE3) Gold,
se utilizé el método de “Blue n” White Screening”. En este método
es posible detectar interrupciones del gen lacZ de E. coli BL21(DE3)
Gold mediante la induccién de la p-galactosidasa con IPTG y el uso
del compuesto X-gal. Aquellas células en las que haya ocurrido un
clivaje en el gen lacZ (a causa del acoplamiento de la nucleasa Cas9
producida por pCas9 y el crRNA sintetizado por pCRISPR::LacZ)
crecen blancas, mientras que aquellas en las que lacZ no haya sufrido

un clivaje, luego de la implementacion del sistema CRISPR/Cas9 -
A-Red, crecen azules.

Las cajas plaqueadas con las transformantes en las que se habia
implementado el sistema CRISPR/Cas9 — A-Red en medio LB con
kanamicina, IPTG y X-gal, fueron dejadas a 37°C por 16 horas.
Junto con estas, se hizo un control para verificar que el X-gal y el
IPTG estaban funcionando correctamente y que las E. coli
BL21(DE3) que ya tenian los plasmidos pCas9 y pTKRED en su
citoplasma (Figura 3), responden a estos compuestos creciendo
azules, debido a que son lacZ positivas. De las 5 cajas plaqueadas,
se detectaron 32 colonias blancas (Ver Figura 4), las cuales fueron
aisladas para sus respectivos analisis.

Resistencia a tetraciclina conferida en la integracion
genodmica

Como la E. coli BL21(DE3) Gold es resistente a tetraciclina, la
evaluacidn de la resistencia a tetraciclina conferida en la integracion
del fragmento PaldA-phaBCA-tetR, se midi6 como resistencia
adicional al antibidtico en la cepa recombinante, es decir, a
concentraciones mayores a la que es normalmente utilizada (15
png/mL).

La resistencia a la tetraciclina por parte de las bacterias consta de
cuatro mecanismos descritos hasta ahora, y asi mismo hay genes que
codifican para uno u otro. Los mas comunes son a) Bombas de eflujo
transmembranales que expulsan la tetraciclina de la célula y b)
Proteinas que protegen el ribosoma, uniéndose a él y removiendo la
tetraciclina del RBS, para que este pueda dar inici6 a la traduccién
[22]. Como el gen de resistencia a la tetraciclina de E. coli
BL21(DE3) Gold y el del fragmento PaldA-phaBCA-tetR (derivado
del plasmido pACYC184) confieren resistencia a través de bombas
de eflujo, es posible suponer que hay una resistencia adicional
adquirida en la cepa recombinante.

Tabla 2. Prueba de sensidiscos artesanales de tetraciclina. A la izquierda se observa
el crecimiento de la cepa base: E. coli BL21(DE3) Gold, y a la derecha el crecimiento
de la cepa recombinante. En la primera fila se observa el crecimiento normal de cada
cepa cuando no hay presion de seleccion por antibidtico. En la segunda fila se observa
el efecto de 600 pg de tetraciclina sobre cada cultivo.

E. coli BL21(DE3) Gold Cepa recombinante
Sensidisco sin tetraciclina

Sensidisco con tetraciclina

En la primera prueba se aplicd un gradiente de concentracion
desconocido en forma de sensidiscos artesanales, sobre los cuales se
aplicaron 600 microgramos de tetraciclina. Como se observa en la
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Tabla 2, las colonias de la cepa recombinante generan en apariencia
un diametro mas corto que las colonias de la cepa base, lo cual daria
indicios de que hay una resistencia adicional a la tetraciclina por
parte de éstas.

Tabla 3. Prueba de resistencia a una alta concentracion constante de tetraciclina. A
la izquierda se encuentra el cultivo de E. coli BL21(DE3) Gold y a la derecha, el
cultivo de la cepa recombinante. Ambos en agar LB suplementado con &cido oleico y
tetraciclina a una concentracion de 80 pg/mL.

Resistencia a tetraciclina (80 pg/mL)
Cepa recombinante

E. coli
BL21(DE3) Gold

En la segunda prueba se compard el crecimiento de la cepa
recombinante y la cepa base a una alta concentracion de tetraciclina
(80 pg/mL). Se evidencié un crecimiento invasivo en la cepa
recombinante y uno restringido en la cepa base, por lo que se
establece que hay una aparente resistencia adicional a tetraciclina
adquirida posiblemente por la modificacion genética. Sin embargo,
no es posible hacer una seleccidn a ésta concentracion, ya que como
se observa en la Tabla 3, E. coli BL21(DE3) Gold sigue siendo
resistente a esta concentracion. A pesar de que ambas pruebas dan
indicios de que hay una mayor resistencia a la tetraciclina en las
cepas recombinantes, es importante verificar y detectar la
produccion de bioplastico para evaluar la expresion de la bacteria
modificada y el éxito de la misma.

Evidencia de produccion de PHB

Variabilidad en la expresién de cada colonia

Para detectar la produccion de PHB por parte de la cepa
recombinante, las colonias fueron analizadas una a una, dado que a
pesar de que todas, por crecer blancas habian sufrido una
interrupcion en lacZ, podrian ser distintas debido al uso de una
polimerasa que no es de alta fidelidad (OneTaq) para la
conformacion del ADN lineal por medio de PCR. Segun New
England Biolabs (NEB), una polimerasa como la OneTaq tiene una
probabilidad de error aproximada por cada 3500 bases [23]. Esto
significa que cada copia amplificada puede haber sufrido una
mutacidn, en alguna de las 5200 bases que tiene el ADN lineal de
longitud aproximadamente. Mutacién que puede incidir en la
produccion de plastico o en la resistencia a tetraciclina.Las 32
colonias blancas obtenidas fueron cultivadas por 16 horas en medio
LB suplementado con acido oleico para inducir la expresion y
consecuente produccion de PHB de cada una de ellas. Luego se
realizo tincién de Negro de Sudan B de cada uno de los cultivos y se
observaron en el microscopio con lente de inmersién. Como control
negativo de la produccion de PHB se observd la tincién de Negro de
Sudén B en E. coli DH50 y BL21(DE3) Gold.

Estudios previos han demostrado que la tincién de Negro de Sudan
B, es una técnica de tincion lipofilica que tiene una alta sensibilidad
para detectar polihidroxialcanoatos [19]. Luego de agregar el

colorante Negro de Sudan B, los granulos se tifien de negro. La
safranina es el colorante de contraste para el resto de material celular,
que hace posible detectar lo que no corresponde con PHB de color
rosado. Las ldminas de los cultivos de cada colonia mostraron haber
teflido de negro lo que corresponderia con el PHB acumulado en la
membrana de la mayoria de las células de cada lamina, y en los
controles negativos no se observo tincidn negra, lo cual corrobora el
método. Sin embargo, teniendo en cuenta la posible variabilidad
debida a mutaciones generadas por la tasa de error de la polimerasa
OneTaqg (New England Biolabs), se observaron diferencias tanto en
forma como en cantidad visible de tincion negra en las laminas de
cada colonia aislada (datos no mostrados).

Deteccion de PHB en la cepa recombinante

Para detectar la produccién de PHB de las cepas recombinantes, se
hizo un cultivo de la mezcla de todas las colonias. Los controles
negativos y positivos, y la mezcla de colonias fueron cultivados en
medio LB con y sin &cido oleico, y tetraciclina (30 pg/mL) vy
ampicilina (de ser necesario) a 37°C y 300 rpm por 16 horas.
Posteriormente se realiz6 tincion de Negro de Sudan B a cada l[&mina
y se observaron en el microscopio con lente de inmersién. Como se
muestra en la Tabla 4, la tincién de Negro de Sudan B permite
detectar la acumulacién de granulos de PHB, tanto E. coli
BL21(DE3) con el plasmido pET-21a(+)PHB, como en la cepa
recombinante, en presencia de acido oleico; lo cual permite suponer
que este compuesto esta induciendo la expresion del fragmento y
consecuente produccion de PHB. Los controles negativos de la
produccion de PHB no arrojan coloracion negra en ambos casos (con
y sin &cido oleico), corroborando el método y la técnica utilizada.

Cepa verificada

Morfologia y crecimiento

Cuando se observaron las primeras siembras en agar LB
suplementado con &cido oleico, se percibi6 un crecimiento atipico en
aquellas células correspondientes a la cepa recombinante, es decir,
de las colonias blancas obtenidas luego de la modificacion genémica
de la cepa recombinante via CRISPR/Cas9 — A-Red. Se evidencié un
crecimiento seco y masivo, comparado con el crecimiento de las
células de la cepa base: E. coli BL21(DE3) Gold, en el cual las
colonias se pueden diferenciar unas de otras, y eran mas himedas
(ver Tabla 2). Asimismo, en las I[&minas de tincién de Negro de
Sudédn B se observé que las células, en el caso de la cepa
recombinante, tenian forma de cocos y no de cocobacilos, como es
comun en E. coli (ver Tabla 4).

Esta diferencia en el crecimiento podria deberse a la acumulacion de
plastico por parte de la cepa recombinante, o a posibles efectos “off
target” generados por el sistema CRISPR/Cas9 — A-Red. Estudios
previos han establecido que E. coli puede cambiar de forma temporal
0 permanentemente. Cuando los cambios son temporales, la forma
de E. coli se reestablece a partir de la quinta generacion, lo cual no
fue el caso de la cepa recombinante. Los cambios permanentes en
cambio, se generan debido a un dafio en los genes de elongacién de
la cepa recombinante, generando un crecimiento de E. coli con forma
de cocos o bacilos [24]. Estos ltimos son Ilamados esferoplastos de
E. coli. Al haber tantas posibles opciones, se decidid descartar si la
cepa recombinante es una contaminacion con otro microorganismo.
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Tabla 4. Fotografias de las Idminas con tincion de Negro de Sudan B. En la primera fila se encuentra la tincidn de los cultivos sin &cido oleico (sin A.O.) y abajo con acido
oleico (con A.O.) a la derecha se observa la produccion de phb por parte de la cepa recombinante y E. coli BL21(DE3) con el plasmido pET-21a(+)PHB. Como controles

negativos, se utilizd E. coli DH5a y E. coli BL21(DE3) Gold.
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Crecimiento en agar selectivo

Como primera corroboracién se sembrd la cepa recombinante en
agar Baird-Parker, el cual es selectivo para bacterias gram positivas,
y como control positivo se sembré Staphylococcus aureus., bacteria
gram positiva. Si la cepa recombinante es realmente E. coli, no debe
crecer en este agar, ya que este microorganismo pertenece a la
familia de las bacterias gram negativas.

Tabla 5. Crecimiento en agar selectivo Baird-Parker de la cepa recombinante Cepa
recombinante y de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus Cepa recombinante

aureus

Como se observa en la Tabla 5, la prueba resulta negativa para E.
coli. En la parte derecha de la tabla se muestra el crecimiento de
Staphylococcus aureus (Control positivo), inoculada a través de
siembra con rastrillo. A la derecha se encuentra la siembra con asa,
de la cepa recombinante. Luego de 16 horas se observé crecimiento
en ambas placas indicando que la cepa recombinante posiblemente
sufrié contaminacién con una bacteria gram positiva y por esto
sobrevive en este agar selectivo.

Prueba de Indol

A pesar de que la prueba del agar selectivo Baird-Parker habia
resultado negativa para E. coli, se realiz6 una segunda corroboracion
con herramientas bioquimicas. Los distintos métodos de
identificacion bioquimica de E. coli, estan basados en su mayoria en
el conocido operdn lactosa de esta bacteria, y no son convenientes
en el caso de este estudio, dado que la modificacion genética
generada por el sistema CRISPR/Cas9 — A-Red, interrumpe uno de
los genes que componen este operdn (lacZ). Por esto se realizo la
prueba de Indol, basada en el operén triptéfano [20]. Esta prueba
detecta aquellas bacterias que son capaces de degradar el triptéfano
al compuesto Indol. Se probaron controles positivos (E. coli DH5a
y E. coli BL21(DE3) Gold) y negativos (Staphylococcus aureus),
para asegurarse de que los reactivos y la prueba, funcionan
correctamente.

Tabla 6. Prueba de Indol. De izquierda a derecha se muestran los resultados de la

prueba para E. coli DHSa (indol positiva), E. coli BL21(DE3) Gold (indol positiva),
Cepa recombinante (indol negativa) y Staphylococcus aureus (indol negativa).

E. coli E. coli Cepa S. aureus
DH5a BL21(DE3)  recombinante
Gold




Pasadas las 18 horas de crecimiento de cada cultivo en caldo
triptéfano, se agregaron algunas gotas del reactivo de Kovac, y se
observd la reaccion inmediata que da resultado positivo para los
controles positivos (coloracidn roja en la superficie) y viceversa para
el control negativo (coloracion amarilla en la superficie),
demostrando que la prueba funciona correctamente. La Tabla 6
muestra el resultado para la cepa recombinante como indol negativa,
lo que indica que ésta no corresponde con E. coli.

Tincion de gram

La tercera y Ultima corroboracion realizada fue una tincion de gram
para verificar que los cultivos de la cepa recombinante son el
resultado de una contaminacion con una bacteria gram positiva.

Tabla 7. Tincién de gram de cultivos preexistentes de E. coli BL21(DE3) Gold como
control de gram negativas, Staphylococcus aureus como control de gram positivas y
la cepa recombinante.

E. coli BL21(DE3) Gold
CAROR

‘ - AN 'L". {‘
a Gram positiva

Gram negativa

=

<

Gram positi

La Tabla 7 muestra las laminas con la tincién de gram observadas en
el microscopio en lente de inmersion. De izquierda a derecha se
encuentra E. coli BL21(DE3) Gold, donde se observa la morfologia
caracteristica de E. coli: cocobacilos gram negativos. Luego esta la
cepa recombinante, en forma de cocos gram positivos, y por ultimo
se muestran los cocos gram positivos correspondientes a
Staphylococcus aureus.

Anélisis de error

Luego de haber realizado las pruebas bioquimicas y microbioldgicas
correspondientes, y analizar los experimentos realizados desde el
momento de la modificacion genética de E. coli BL21(DE3) Gold se
concluye que hubo contaminacion en el momento del plagueo de las
células recombinantes para su verificacion por el método de “Blue
n’ White Screening”, ya que como se observa en la Tabla 7, las
células de E. coli BL21(DE3) Gold competentes (Con los plasmidos
pCas9 y pTKRED) corresponden con la morfologia y grupo
bacteriano de E. coli: cocobacilos gram negativos; lo que indica que
hasta la primera transformacion (ver Figura 3) no habia ocurrido
contaminacion.

Se cree que la bacteria con la que ocurri6 la contaminacion puede
pertenecer al grupo de los Estafilococos (Staphylococci), por las
similitudes que presentd la llamada cepa recombinante, con
Staphylococcus aureus (bacteria gram positiva utilizada como
control). Sin embargo, no es posible afirmar lo anterior
concretamente y es necesario hacer mas estudios que permitan
establecer a qué microorganismo corresponde la contaminacion.

Adicionalmente, hubo dos variables de confusion que hicieron dificil
establecer que la cepa recombinante es en realidad una
contaminacion; a profundizar. La primera de ellas es que esta

bacteria gram positiva result6 ser resistente a altas concentraciones
de tetraciclina (incluso mas resistente que la cepa base: E. coli
BL21(DE3) Gold), lo cual mostraba indicios de una resistencia
adicional adquirida por la supuesta cepa recombinante, gracias a la
modificacion genética. Entre las diversas bacterias gram positivas
gue son resistentes a tetraciclina se encuentran la mayoria de
variables de Staphylococcus [25] [26]. La segunda variable de
confusion en los resultados de la modificacion genética, es la
aparente produccion de bioplastico por parte de esta bacteria en
presencia de 4cido oleico, como se detectd en la tincion de Negro de
Sudan B (ver Tabla 4). Revisando en la literatura se encontr6 que
hay una gran variedad de bacterias gram positivas que son capaces
de producir biopolimero bajo distintas condiciones, como el grupo
de los Estafilococos; utilizando varias fuentes de carbono como el
aceite de oliva (acido oleico), entre otras [27] [28].

La bacteria aislada es un microorganismo potencial para la
produccion de PHB con AGV’s residuales como sustrato

El Gltimo experimento realizado queria comprobar que el
microorganismo correspondiente a la cepa recombinante (ahora
bacteria gram positiva desconocida, BG+D) sobrevivia en el efluente
del reactor anaerobio disponible en el laboratorio. En este reactor
ocurre la acidogénesis de la materia orgénica de un agua residual
simulada, proveniente de la industria de productos lacteos. Con esta
prueba se buscaba determinar el potencial de la cepa recombinante
para ser utilizada en un estudio piloto de aprovechamiento de AGVs
residuales como sustrato para la produccion de biopléstico.

Para ello se compard el crecimiento de Ralstonia eutropha H16 con
el de la BG+D. Como R. eutropha H16 tarda en crecer
aproximadamente 48 horas (casi el doble que E. coli), se dejo en
crecimiento por mas tiempo. Mientras que en el cultivo de R.
eutropha H16 no se observé crecimiento alguno en el efluente en 48
horas, la bacteria gram positiva desconocida (BG+D) creci6 hasta un
0OD600 de 1,0 en 8 horas (datos no mostrados). Esto muestra que la
bacteria aislada puede ser un microorganismo potencial para la
realizacion de un estudio piloto de produccién de PHB, con AGVs
residuales.

Conclusiones

En resumen, este estudio ha explorado el sistema CRISPR/Cas9 — A~
Red como método de integracién genémica de ADN en E. coli, para
crear una cepa recombinante capaz de producir PHB utilizando
AGVs como sustrato y acido oleico como inductor del proceso. El
proyecto fue disefiado y verificado bioinformaticamente para
asegurar que produjera las proteinas de sintesis de PHB. A pesar de
que todas las medidas de esterilidad fueron tenidas en cuenta, se
genero una contaminacion en el proceso de construccion del disefio,
que conllevo al aislamiento de una bacteria gram positiva, no
identificada, que coincidencialmente es resistente a tetraciclina, y
aparentemente capaz de producir bioplastico en presencia de acido
oleico.

El disefio debe construirse nuevamente, hasta que sea posible crear
la cepa recombinante deseada para hacer pruebas piloto que permitan
optimizar los pardmetros de produccion de PHB, y asi lograr los
objetivos propuestos por este estudio.



Recomendaciones futuras

Para el disefio del fragmento PaldA-phaBCA-tetR, se tomaron las
secuencias del promotor, secuencia Shine Delgarno (Con su
respectivo RBS) y se ubicé cada gen de forma que el coddén de
finalizacion de un gen fuera inmediatamente anterior al codén de
inicio del siguiente gen. Lo anterior debido a que se buscaba que el
fragmento no tuviera una gran longitud, y esto aumentara la
eficiencia de la modificacion gendmica. Como los organismos
procariotas son policistrénicos, un operén (secuencia con mas de un
gen) puede expresarse con la activacion de un solo promotor.
Asimismo, en este tipo de organismos un solo RBS para un operon
es funcional ya que como menciona Parker en su capitulo, cuando el
codén de finalizacién de un gen esta ubicado cerca al codén de inicio
del siguiente gen del operon, el ribosoma no alcanza a despegarse
del RBS y ocurre una reiniciacion de la traduccion para el siguiente
gen [29].

Sin embargo, estudios han reportado que la eficiencia en la expresion
de sistemas de produccién de proteinas recombinantes aumenta
cuando cada gen del operdn tiene su propia secuencia de Shine
Delgarno, es decir, un RBS anterior al codén de inicio [30]. Para
aumentar la efiiencia en la expresion del sistema disefiado en este
estudio (Fragmento PaldA-phaBCA-tetR), se recomienda modificar,
mediante clonacidn tradicional el fragmento para que cada gen tenga
un RBS. La metodologia propuesta se encuentra en el material
suplementario.
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Material suplementario
Tabla 8. Lista de primers disefiados para hacer la modificacion al disefio propuesta. Los Gltimos dos de la lista corresponden al primer ya existente petPHB Fwd, y al primer
Reverse que amplifica el nuevo ADN lineal a ser integrado en E. coli BL21(DE3), respectivamente. La secuencia subrayada corresponde a los extremos homélogos a lacZ.

Primer Secuencia Templado Taman_o del Referencia
amplicon
PaldA-phaB Fwd | attgagaattcaaaattgcccgtttgtgaacca
pET21a(+)PHB 950 bp [17]
PaldA-phaB Rev | tattctagatcagcccatatgcaggece
RBSphaCA Fwd | ttatctagaagagagacaatcaaatcatggcg Ralstonia 3060 bp [17]
RBSphaCA Rev | ttagtgaattcttatttgcgetcgactgee eutropha H16
petPHB Fwd* tcgtatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacaaaaattgeccegtttgtgaacc Fragmento [10]
PaldA-phaBCA PaldA-phaBCA 4110 bp
Rev tttgatggaccatttcggcacagecgggaagggctggtcttcatccacgcgttatttgcgetcgactgeca con RBS

Con el fin de aumentar la eficiencia del sistema, se recomienda modificar la secuencia del ADN lineal proveniente pET-21a(+)PHB para
que cada gen tenga una secuencia para la unién del ribosoma (RBS). Esto se puede lograr, a través de un proceso de clonacion tradicional
gue se muestra esquematicamente en la Figura 5. La propuesta es la siguiente:

1. Amplificar por PCR (utilizar polimerasa de alta fidelidad), de pET-21a(+)PHB, el promotor de la Aldehido deshidrogenasa A inducible
por &cido oleico (PaldA) y el gen phaB, utilizando los siguientes primers (Tabla 8), donde las secuencias en negrilla representan los
sitios de restriccion EcoRI y Xbal, respectivamente: paldA-phaB Fwd y paldAphaB Rev.

2. De Ralstonia eutropha H16, amplificar la secuencia phaCA con sus respectivos RBS, de acuerdo con Hiroe y colaboradores [17]. De
su estudio se tomaron las secuencias complementarias del primer Forward para el gen phaC y Reverse para el gen phaA y se
adicionaron los sitios de restriccion Xbal y EcoRl, respectivamente: Fwd RBSphaCA y Rev RBSphaCA (Tabla 8).

3. Digerir ambos productos de PCR con la enzima de restriccién Xbal y realizar ligacion con la enzima Ligasa T4, para obtener el
fragmento paldA-phaBCA de aproximadamente 4000 bp, en el que cada gen del operén tiene un RBS.

4. Digerir el producto de ligacion y el plasmido pET-21a(+) con la enzima de restriccion EcoRI.

5. Realizar ligacion con la enzima Ligasa T4 del plasmido pET-21a(+) digerido con el fragmento PaldA-phaBCA para formar el vector
pET-21a(+)PHB™.

A partir de este nuevo plasmido se deberian seguir todos los pasos, como esta descrito en la metodologia.
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Figura 5. Esquema de la modificacion al disefio del fragmento propuesta para aumentar la eficiencia en la expresion y consecuente produccion de PHB por parte de la cepa
recombinante.
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