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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido establecer un co-cultivo sintético microbiano entre
Synechococcus elongatus y Azohydromonas lata para la obtencién de polihidroxialcanoatos
(PHAS) a partir de CO2 y luz. Los PHASs son polimeros biodegradables, también conocidos como
bioplésticos, se han planteado como alternativa a los plasticos actuales derivados del petr6leo. Su
interés radica en el reducido impacto que genera su produccion y degradacion por

microorganismos como A. lata y Pseudomonas putida en ciertas condiciones de cultivo.

Para formar el consorcio se utiliz6 una cianobacteria recombinante productora de sacarosa,
denominada S. elongatus SBG363. Esta cianobacteria sobreexpresa algunos genes implicados en
la sintesis y secrecion de sacarosa que sera secretada para servir como fuente carbono a la bacteria

productora de PHAs.

Inicialmente se plantearon dos cepas bacterianas candidatas para la produccion de PHAs en el
consorcio: A. lata DSM1123 y P. putida KT2240. Tras analizar su velocidad de crecimiento y la
produccion de PHAS a partir de sacarosa, se selecciond A. lata, ya que fue capaz de crecer mas
rapido y presentd una mayor produccion de PHA en las condiciones ensayadas.

Ambas cepas, S. elongatus SBG363 y A. lata se cultivaron en consorcio comprobandose la
secrecion de sacarosa por parte de la cianobacteria, el crecimiento de A. lata a partir de la sacarosa
secretada, el consumo de sacarosa y la produccion de PHAs a tiempo final de cultivo que fue de
12,2 g/L.



ABSTRACT

The aim of this work has been to establish a synthetic microbial co-culture between
Synechococcus elongatus and Azohydromonas lata to obtain polyhydroxyalkanoates (PHAS)
from CO; and light. PHAs are biodegradable polymers, also known as bioplastics, and have been
proposed as an alternative to current petroleum-based plastics. Their interest lies in the reduced
impact of their production and degradation by microorganisms such as A. lata and Pseudomonas

putida under certain culture conditions.

A recombinant sucrose-producing cyanobacterium, S. elongatus SBG363, was used to form the
consortium. This cyanobacterium overexpresses some genes involved in the synthesis and
secretion of sucrose that will be secreted to serve as a carbon source for the PHAs-producing

bacteria.

Initially, two candidate bacterial strains for PHAs production in the consortium were considered:
A. lata DSM1123 and P. putida KT2240. After analyzing their growth rate and PHA production
from sucrose, A. lata was selected as it was able to grow faster and showed a higher PHA
production under the tested conditions.

Both strains, S. elongatus SBG363 and A. lata were grown in a consortium and tested for sucrose

secretion by the cyanobacteria, growth of A. lata from the secreted sucrose, sucrose consumption

and PHA production at the final time of fermentation which was 12,2 g*L™.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION
1.1.1. Consorcios sintéticos

Convencionalmente, la bioproducciéon de compuestos de interés se ha realizado a través del
contexto de una Unica cepa microbiana, gracias al desarrollo de la ingenieria metabdlica. Sin
embargo, a pesar de su éxito documentado en el pasado, esta metodologia empieza a competir
con el disefio de co-cultivos que permiten mejorar la produccién y desempefiar mayor nimero de

tareas biosintéticas a la vez (Zhang & Wang, 2016).

Estos co-cultivos o consorcios microbianos son el resultado de asociaciones que se producen de
forma natural entre dos 0 méas especies de microorganismos. Como resultado de esta coexistencia
espacial y temporal, se crea una comunidad a partir de la cual cada organismo se beneficia de la
actividad de los deméas (Smith et al., 2013). Frente a los monocultivos, estos consorcios
proporcionan grandes ventajas como: (a) la capacidad para desempefiar funciones complicadas
que poblaciones individuales no podrian; (b) una mayor resistencia a los factores ambientales y
limitacién de nutrientes; (c) organizacion espacio-temporal de las tareas, (d) un aumento de la
productividad y (e) sintesis de productos de interés (Ochoa Carrefio & Montoya Restrepo, 2010).
Estos consorcios se dividen en mddulos para el reparto de tareas y carga metabdlica.
Generalmente se dividen en: el modulo de alimentacion, compuesto por una cepa encargada de
suministrar el alimento, y el médulo de produccién, formado por la cepa que sintetiza el producto

de interés.

1.1.2. Los plésticos y el medioambiente

El creciente consumo de plasticos sintéticos convencionales, obtenidos a partir de derivados
guimicos del petrdleo, es uno de los problemas ambientales mas serios a los que debemos poner
solucion. Entre 1950 y 2015 se generaron un total de 6.300 millones de toneladas de pléastico, de
los cuales solo un 9% se reciclaron, 12% se incineraron y el 79% terminé en vertederos o liberados
al medio (Geyer et al., 2017). De acuerdo con el Gltimo articulo de PlasticsEurope (Association
of Plastics Manufacturers in Europe) y EPRO (European Association of Plastics Recycling and
Recovery Organisations) en el afio 2018 la produccion de plasticos en Europa alcanzé los 61,8
millones de toneladas y los 359 millones de toneladas en el mundo, siendo Espafia el cuarto pais

europeo con mayor demanda, con un 7,6 % en 2019 (Publicaciones: PlasticsEurope, s.f.).

La produccidn de plasticos convencionales conlleva el uso de fuentes de energia no renovables.
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Alrededor del 6% de la produccién mundial de petrdleo se utiliza para la fabricacion de plasticos
(Rhodes, 2018), empledndose 150 millones de toneladas de combustibles fosiles para la
generacién de 140 millones de toneladas de plastico usadas al afio (Costa et al., 2019). Para el
afio 2100 se estima que la demanda de fabricacion de plasticos serd de 2000 millones de toneladas
anuales, para lo cual se requerird utilizar el 50% del petroleo disponible en ese momento
(Gonzélez Garcia et-al., 2013).

La actual situacion de pandemia debido a la COVID-19 es un gran ejemplo que ilustra el impacto
de la utilizacion de los plésticos a nivel mundial. El uso estimado mundial de 129.000 millones
de mascarillas y 65.000 millones de guantes esta provocando una gran contaminacion ambiental
cuyo impacto en un futuro a largo plazo se desconoce. Por este motivo es imperativo conseguir
progresos en el uso sostenible de los plasticos y tenerlos en cuenta para futuras situaciones en las
que se dispare la utilizacion de estos materiales (Prata et-al., 2020).

Como resultado del impacto negativo por la produccién y consumo de plasticos convencionales
se estdn impulsando estrategias para la sintesis de nuevos biopolimeros, como los
polihidroxialcanoatos (PHAS), que sirvan de alternativa a los pléasticos convencionales (Thorat
Gadgil etal., 2017). Sin embargo, los sustratos de carbono precursores de su sintesis son
comparativamente mas caros que invertir en polimeros derivados del petréleo. Por ello se estan
disefiando consorcios sintéticos que proporcionen fuentes de carbono baratas para la sintesis de

estos biopolimeros (Ashby et al., 2019).

1.1.3. Propiedades y estructura de los polihidroxialcanoatos

Los PHAs son biopolimeros sintetizados y acumulados en forma de granulos intracelulares por
numerosos microorganismos. Han adquirido un gran interés debido a que se obtienen de fuentes
renovables, son biodegradables, biocompatibles, y ademas, presentan caracteristicas similares a
los pléasticos derivados del petroleo (Madison & Huisman, 1999). Se sintetizan en condiciones de
desequilibrio nutricional debido a una deficiencia de Ny P en el medio y un exceso de C. Cuando
las condiciones nutricionales cambian los PHAs se despolimerizan y son utilizados como fuente
de carbono y energia (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016). Es por ello que se les ha adjudicado
un papel vital en la eficacia biol6gica de los microorganismos ya que estan implicados en la

adaptacion y supervivencia de los mismos (Fernadndez-Escapa, 2012).

En cuanto a su estructura quimica los PHAs son poliésteres lineales formados por unidades del

mondmero 3-hidroxialcanoato ((R)-3HA) unidos mediante un enlace de tipo éster (fig. 1) a mas
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de 150 monomeros diferentes que se pueden combinar para crear materiales con propiedades muy
diferentes. EI PHA mas estudiado es el polihidroxibutirato o P(3HB), que contiene unidades
repetidas del monémero 3-hidroxibutirato ((R)-3HB). Pueden estar formados por monémeros de
la misma naturaleza (homopolimeros) o distinta naturaleza (heteropolimeros). Dependiendo del
numero de atomos de carbono en los monémeros, los PHAS se clasifican en tres grupos: scl-PHAs
(del inglés short chain length PHAs, PHA de cadena corta) de 3 a 5 atomos de carbono, mcl-
PHAs (medium chain length-PHA, cadena media) de 6 a 14 4tomos de carbono y Icl-PHAs (long
chain length-PHA, cadena larga) de més de 14 atomos.

La concentracién de PHA depende del organismo, sin embargo, pueden alcanzar niveles de hasta
el 90% del peso seco de la célula. Estos bioplasticos se almacenan en el interior de granulos
intracelulares de naturaleza hidrofébica. Ancladas a la superficie se encuentran las proteinas
asociadas a granulos (GAP, del inglés granule associated protein) (Fernandez-Escapa, 2012).
Estas son principalmente polimerasas (PhaC1y PhaC2) y despolimerasas (PhaZ); fasinas (Phal y
PhaF), la acil-CoA sintetasa 1 (ACS1) para la activacion de productos de despolimerizacion y dos
proteinas reguladoras (PhaA y PhaG) (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016).

Algunos grupos funcionales

/O\CH /CH2 ~ / que pueden estar presentes
C enlacadena lateral:

/ I -Insaturaciones -Nitrofenoxi
0] -Ramificaciones -Fenilo
Ci-C11 n -H.aluge.namones -Clano'
-Hidroxilo -Fenoxi

i \ -Metiléster -Epoxi
-Benzoilo -Cianofenoxi

-Carbonilo
scl-PHA mcl-PHA

Figura 1. Estructura de la molécula polihidroxialcanoato. Imagen tomada del
trabajo de Fernandez-Escapa, 2012.

Estos bioplasticos tienen propiedades mecanicas similares a los plasticos convencionales, como
el polipropileno y el poliestireno. Son considerados como biomateriales potenciales para futuras

aplicaciones dada su biocompatibilidad y biodegradabilidad (Khanna & Srivastava, 2005).

Los scl-PHAs son altamente cristalinos, lo cual los hace relativamente rigidos y quebradizos, con

altas temperaturas de fusion (173-180 °C) y bajas temperaturas de transicion vitrea (5-9 °C). A.

lata produce de manera natural este tipo de PHA, més concretamente P(3HB), un poliéster que

tiene las propiedades fisicas del pléstico quebradizo. Se esta dedicando mucho esfuerzo a la

biosintesis de polimeros con distintas propiedades fisicas y mecénicas, mediante la incorporacion

de unidades monomeéricas distintas del hidroxibutirato. EI copolimero HB-HV (hidroxibutiril-
3



hidroxivaleril) es menos fragil que el P(3HB) y, por tanto, tiene una aplicabilidad méas amplia. En
concreto, A. lata también se explota para produccién de HB-HV, ya que el rendimiento de

polimero por celda es mayor que con R. eutrophus (Batt, 2014).

Por otro lado, los mcl-PHAs actan como elastomeros dentro de un rango de temperatura muy
estrecho debido a su baja temperatura de fusion (39-61 °C) y temperatura de transicion vitrea (-
43y -25°C). Estas caracteristicas hacen que los mcl-PHA sean materiales mas flexibles y elasticos
que los scl-PHA (Ciesielski et al., 2015). Destaca P. putida como cepa productora de este tipo de
bioplasticos en condiciones de estrés nutricional. Gracias a sus propiedades ha mostrado un
potencial considerable para diversas aplicaciones en los campos de productos farmacéuticos,
agricultura, biocombustibles, medicina, desechables y cromatografia (Costa et al., 2019).

1.1.4 Rutas metabolicas implicadas en la sintesis de PHAs

El metabolismo de los PHA depende del microorganismo y el tipo de PHA sintetizado. De modo
general, el acetil-CoA es la molécula intermediaria necesaria para la sintesis de los PHA y se
obtiene a partir de la B-oxidacion y la sintesis de novo de acidos grasos. La sintesis (PhaCl) y
degradacion (PhaZz) del polimero se da de manera continua, creando un ciclo dindmico (fig. 2).
Por otro lado, la acil-CoA sintetasa (ACS1) se encarga de transformar los productos de la
despolimerizacion en (R)-3-hidroxiacil-CoA ((R)-HA-CoA). Estas moléculas intermediarias son
sustratos para la propia polimerasa o para las enzimas del metabolismo de 4cidos grasos (B-

oxidacion y sintesis de novo).

Para la sintesis de scl-PHAs (fig. 2), la molécula precursora de acetil-CoA pasa por una secuencia
de tres reacciones catalizadas por la B-cetotiolasa (PhaA), acetoacetil-CoA reductasa (PhaB) y
finalmente la poli(3-hidroxibutirato) sintetasa (PhaC). La enzima codificada por el gen phaA
condensa dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA. Posteriormente, el enzima PhaB
reduce este producto en (R)-3-hidroxibutiril-CoA. Finalmente, el enzima PhaC cataliza la
polimerizacién de esta ultima molécula en la cadena de PHA (Mato Aguirre & Mato Aguirre,
2019).

A. lata es capaz de acumular hasta un scl-PHAs 50-60% de la masa seca celular, resultando en un
tiempo de fermentacion relativamente corto (Li et al., 2011).

Para la sintesis de mcl-PHAs es fundamental la participacion de las dos polimerasas PhaCl y
PhaC2. El acetil-CoA derivado de la B-oxidacion y la sintesis de novo de los acidos grasos sera

transformado en moléculas de tipo (R)-HA-CoA las cuales son condensadas por estas polimerasas
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en cadenas de entre 6 y 14 carbonos (Fernandez-Escapa, 2012).

mcl-3HA scl-3HA mcl-3HA
De novo fatty acid synthesis Sugars Qil / Fatty acids
Malony-ACP <¢—— Malony-CoA z Glycolysis i p-Oxidation
Acyl-ACP TAcetyl-CoA w— Acyl-CoA
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/ N\ PhaA i \'/ \
' '\I I ‘
3-Ketoacyl-ACP Enoyl-ACP Acetoacetyl-CoA 3-Ketoacyl-CoA Enoyl-CoA
\ ‘ \ /
\; / PhaB FabG? i ‘/
(R)-3-hydroacyl-ACP (S)-3-hydroacyl-CoA
PhaJ
PhaG (R})-3-hydroxybutyryl-CoA
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PhaC
(R)-3-hydroxyacyl-CoA scl-3HA (R)-3-hydroxyacyl-CoA -#——
PhaC PhaC
mcl-3HA scl-PHA mcl-3HA
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Figura 2. Rutas metabolicas implicadas en la sintesis de scl-PHAs y mcl-PHAs a partir de
distintos precursores. Se describen a continuacién las rutas derivadas de azlcares (sintesis de
scl-PHAs), p-oxidacion de acidos grasos (sintesis de mcl-PHAS) y sintesis de novo de acidos
grasos (sintesis mcl-PHA). Se muestran los genes y las moléculas implicadas en cada ruta.
Imagen tomada de Yu, 2007.

La produccién de mcl-PHAs en P. putida puede ser llevada a cabo a partir de diferentes fuentes
de carbono (fig.2) (Nogales et al., 2008). Con respecto a su catabolismo, la degradacién del PHA
depende de despolimerasas que pueden ser extracelulares o intracelulares, dentro de las cuales
destaca Phazkt que actla intracelularmente en condiciones de estrés nutricional (Prieto et al.,
2016). Con respecto a su sintesis, existen cuatro clases de polimerasas (I, 11, 11, 1V) clasificadas
en funcion de su estructura primaria, especificidad de sustrato in vivo y los tipos de subunidades.
Las polimerasas pertenecientes a la clase Il (PhaC1 y PhaC2) se encuentran en P. putida y usan
preferentemente sustratos de 6 a 14 carbonos (Rehm, 2003). La sintesis de PHA puede comenzar
a partir de: sustratos estructuralmente relacionados con los PHAs (&cidos grasos) y sustratos
estructuralmente no relacionados (etanol, azlcares, moléculas aromaéticas y glicerol). En el caso
de partir de sacarosa como sustrato inicial existen tres vias periféricas convergentes capaces de
transformar la glucosa en 6-fosfo-gluconato (6PG). Puede ser: (a) fosforilada por la glucosa-6-
fosfato, (b) transformada en gluconato y luego fosforilado o (c) continuar el proceso de oxidacion
hasta 2-cetogluconato, ser fosforilado y reducido intracelularmente. Una vez formada la molécula
de 6PG, esta ingresa en la via de Entner-Doudoroff, a partir de la cual, tras una serie de reacciones
generara una molécula de piruvato. Esta molécula se descarboxila a acetil-CoA, molécula a partir
5



de la cual se sintetizaran los monémeros de PHA (Manoli, 2020).

1.1.2 Consorcios sintéticos aplicados a la produccién de PHAS

La aplicacion de un consorcio bacteria-cianobacteria para la sintesis de bioplasticos a partir de
fuentes de carbono del medio (CO.y luz solar), es una estrategia prometedora puesto que permite
combinar los distintos metabolismos del consorcio para aprovechar los recursos naturales y
obteniendo productos de interés. En este trabajo hemos disefiado un consorcio (fig. 3) en el que
el modulo de alimentacion sera la cianobacteria encargada de la produccién de alimento
(sacarosa) y el médulo de produccion serd una bacteria que consuma esta sacarosa y sea capaz de
producir PHAs. Para ello se elegira entre dos candidatos: A. lata y P. putida KT2440 en base a
una mayor produccion de biomasa y PHA en las condiciones del consorcio.

Moédulo de alimentacién Moddulo de produccion

. \‘
+ - =TSN | =
y @ 4 L,IJ v“"' )]
COo, & 4 7/ { [

Compuesto de interés

(PHA)

Pseudomonas putida
SBG363 J Azohydromonas lata

Figura 3. Esquema del consorcio sintético S. elongatus- P.putida/ A. lata para
la produccién de PHAs.

1.1.6 Mddulo de alimentacion

En este trabajo se ha utilizado la cianobacteria S. elongatus PCC 7942 SBG363 como mddulo de
alimentacion para la produccion de sacarosa. La sacarosa secretada sera utilizada por P. putida o
A. lata para su crecimiento y produccion de compuestos de valor afiadido como los PHAS sin
necesidad de afadir fuentes de carbono al medio. El empleo de cianobacterias para la produccion
industrial de compuestos de valor afiadido presenta muchas ventajas respecto a las plantas
terrestres tradicionales. La eficiencia fotosintética es mayor, no requieren tejidos de soporte que
afecten al rendimiento, son genéticamente manejables y presentan requerimientos nutricionales

minimos.



1.1.6.1 S. elongatus PCC 7942 SBG363

S. elongatus es una cianobacteria unicelular con forma de coco. Suele habitar en zonas luminosas
de aguas superficiales. Estas células, a pesar de no contar con una estructura movil caracterizada,
pueden desplazarse y la gran mayoria de ellas son fotoautétrofos obligados. («Synechococcus»,
2021).

S. elongatus PCC 7942 es un organismo oligoploide, con 3 a 4 copias cromosémicas por célula
(Barrios, 2013). Se trata de una especie de cianobacteria fotoautétrofa obligada, de agua dulce,
bacilar, no toxica y no diazotrofica. Su genoma se encuentra completamente secuenciado y se ha
empleado como organismo modelo en multitud de estudios. En este trabajo hemos utilizado la
cepa derivada de S. elongatus PCC 7942 SBG363 (cianobacteria recombinante productora de
sacarosa. Patente espafiola n°® P202030042. (2020)).

S. elongatus SBG363 tiene sobre-expresados los genes heterdlogos y homdlogos que codifican
las siguientes enzimas (fig. 4 (A, B)): Pgi, glucosa 6 fosfato isomerasa de Escherichia coli; PgmT,
fosfoglucomutasa de E. coli; GalU, UTP glucosa 1 fosfato uridiltransferasa de E. coli; Sps,
sacarosa fosfato sintasa de S. elongatus; CscB, permeasa de sacarosa de E. coli y Lacl, proteina

represora del operon lac de E. coli.

La expresion de la permeasa de sacarosa 0 CscB de E. coli es la responsable del simporte de
sacarosa y protones hacia el exterior celular. S. elongatus basifica naturalmente su entorno. Al ser
este transportador funcional en condiciones de pH alcalino, lo convierte en 6ptimo para su uso
particular por S. elongatus PCC7942 (Ducat et al., 2012).

A diferencia de otras cepas similares en las que también se sobreexpreso la permeasa de sacarosa
(Fedeson et al., 2020), esta cepa es capaz de producir y secretar 4,2 g*L ™ de sacarosaa los 10 dias

en ausencia de estrés osmético.

Figura 4. Esquema de la construccion de los genes integrados en
la cepa S. elongatsu SBG36. (Patente esparfiola n° P202030042.
(2020))
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Figura 5. Sintesis de sacarosa en S. elongatus SBG 363 y enzimas implicadas. La fructosa-1,6-
bifosfato obtenida tras glucolisis es hidrolizada por la fructosa 1,6-bisfosfatasa (FBP) a fructosa
6-fosfato. Esta molécula es el sustrato de la glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) la cual cataliza la
reaccion reversible de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato. La glucosa-6-fosfato es un
intermediario de dos rutas: una catalizada por el enzima glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa
(G6PDH2r) para la sintesis de la 6-fosfogluconolactona y otra catalizada por la
fosfoglucomutasa (PGMT) que usa la glucosa-6-P para generar glucosa-1-P. La sobreexpresion
de este enzima potenciara esta Gltima ruta. La UDP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa retira el
fosfato de la molécula de glucosa-1-fosfato y genera una molécula de UDP-glucosa. Al
sobreexpresar este enzima reforzamos la ruta de sintesis de la sacarosa, evitando la entrada de
la glucosa-1-P hacia la glucogenogenesis. La sacarosa 6-fosfato sintasa (SPS) cataliza la
reaccion de fructosa 6-fosfato con UDP-glucosa para dar sacarosa 6-fosfato. El fosfato sera
eliminado por la sacarosa 6-fosfato fosfatasa. (Patente espafiola n°® P202030042. (2020))

1.1.7 Médulo de produccion

Para abordar la produccién de bioplasticos a partir de sacarosa se plantearon dos candidatos: P.
putida KT2440 (modificada genéticamente con el plasmido pSEVA234 cscAcscB) y A. lata
DSM1123, ya que ambas han sido descritas por su capacidad para producir PHAs y crecer en

sacarosa como Unica fuente de carbono (Léwe, Hobmeier, et al., 2017; Penloglou et al., 2012).

1.1.2.1 Pseudomonas putida KT2440 (pSEVA234cscAB)

P. putida KT2440 es una bacteria Gram negativa perteneciente al género Pseudomonas y a la
clase gamma Proteobacterias. Son bacilos aerobios, quimioorganotroficos, con un metabolismo
respiratorio en lugar de fermentativo (Timmis, 2002). Se caracteriza por ser una cepa no
patogénica. Es un microorganismo saprofito oportunista de rapido crecimiento, aislado de medios

acuaticos, plantas y suelos. Esta bacteria es ampliamente utilizada gracias a una serie de ventajas
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como: su rapido crecimiento, el alto rendimiento de biomasa, la baja demanda de mantenimiento
y secrecidn de subproductos, la alta adaptabilidad al entorno y alta tolerancia a distintos tipos de
estreses (Weimer et al., 2020). La cepa P. putida KT2440 es la cepa mejor caracterizada y fue la
primera del género en secuenciarse. Se ha catalogado como organismo GRAS (del inglés:
Genetically Recognized As Safe), y ha sido ampliamente utilizada para clonacion y expresion de
genes heterdlogos. El tamafio de su genoma es de 6,18 Mb, en el cual se encuentran genes que
codifican para enzimas relacionadas con la proteccién frente a sustancias toxicas y multiples rutas
de degradacion de compuestos xenobidticos presentando una gran versatilidad metabdlica
(Fernandez-Escapa, 2012). Sin embargo, a diferencia de otras bacterias, como E. coli, la glucosa
no presenta un papel fundamental en el metabolismo central. La fuente de energia y carbono
procede principalmente de algunos &cidos organicos o aminoacidos (Rojo, 2010). En nuestro
ensayo empleamos una cepa derivada de P. putida KT2440 modificada genéticamente con el
plasmido pSEVA234cscAB (fig. 6), el cual contiene los genes cscA (invertasa) y cscB
(transportador de sacarosa) implicados en el metabolismo de la sacarosa.

Ptrc

E cscA & cscB mle

BCD2 B0032

PSEVA234cscAB

Figura 6. Esquema del plasmido pSEVA234cscAB de la cepa
empleada en el ensayo. En la parte inferior de la figura esta
representados los genes cscA y cscB formado un oper6 bajo el control
del promotor Pyc que se integraron en el genoma de la bacteria
generando la cepa P.putida KT2440 pSEVA234cscAB .

Ademas, desde el punto de vista industrial esta cepa resulta interesante por su capacidad para
acumular PHA en granulos (fig. 7) durante su crecimiento. A partir de fuentes de carbono
estructuralmente no relacionadas con PHAs (glucosa, glicerol y citrato) la sintesis de estos
biopolimeros requiere una limitacion nutricional de nitrégeno. Sin embargo, esta limitacion no es
estrictamente necesaria cuando las células se cultivan en presencia de acidos grasos (Follonier
et al., 2011; Wang & Nomura, 2010).
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Figura 7. A) Células de P. putida KT2440 observadas al microscopio electrénico
(TEM). B) Esquema del granulo de PHA en P. putida KT2440. C) Células de P.
putida KT2440 observadas al microscopio optico de contraste de fases. Imagen
adaptada de Galan et al., 2011.

1.1.7.2 Azohydromonas lata DSM 1123

Azohydromonas es un género de bacterias Gram negativas pertenecientes al orden
Burkholderiales. A. lata (anteriormente conocidas como Alcaligenes latus) pertenece al subgrupo
B-proteobacterias, el cual engloba también al género Pseudomonas. La mayoria son bacilos
moviles y presentan un metabolismo aerdbico respiratorio, sin embargo, algunas especies pueden
realizar respiracion anaerdbica, en presencia de nitrato o nitrito. Han sido aisladas de suelos, aguas
dulces, saladas y contaminadas, materiales en descomposicion, productos lacteos y del tracto

intestinal de vertebrados (Gahlawat & Srivastava, 2017).

A. lata contiene genes implicados en el catabolismo del fenol y catecol, asi como en algunos
casos, de compuestos aromaticos halogenados. Por este motivo se ha utilizado mucho para la
degradacion de compuestos aromaticos contaminantes y reconocidos en biorremediacion.
Ademas, se emplean también en la produccion industrial de aminoacidos no estandares y
biopolimeros (Batt, 2014).

A. lata es capaz de acumular hasta un 50-60% de su biomasa total de scl-PHA (fig. 8) durante su
crecimiento a partir de fuentes de carbono baratas como la sacarosa, la melaza de remolacha,
desechos de soja, malta y savia de arce (Gahlawat et al., 2012). Sin embargo, en condiciones de

desequilibrio nutricional es capaz de acumular un 80% de su peso (Lee et al., 1999).
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Figura. 8. Células de A. lata produciendo granulos intracelulares de PHB al
microscopio optico de contraste de fases (nuestro ensayo).

1.2 OBJETIVOS

1) Evaluacion del crecimiento y produccion de sacarosa de la cianobacteria S. elongatus SBG363
en medio minimo BG11-HP.

2) Evaluacion del crecimiento y produccion de PHAs de A. lata y P. putida en medio minimo
BG11-HP suplementado con sacarosa.

3) Establecimiento de un consorcio artificial S. elongatus SBG363 y A. lata para la obtencion de
PHAs a partir de luz y CO..
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas bacterianas
En este trabajo se emplearon las cepas bacterianas presentadas a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas y su respectivo genotipo/fenotipo empleadas en el experimento.

Cepas Genotipo/ fenotipo

Derivada de S. elongatus PCC 7942, cepa

Synechococcus elongatus superproductora de sacarosa. (Patente espafiola n°
SBG363 P202030042 (2020))
Azohydromonas lata Cepa productora de PHB (Palleroni & Palleroni,
DSM1123 1978)
Cepa de P.putida que contiene el plasmido
Pseudomonas putida pPSEVA234cscAB (contiene los genes cscA (invertasa)
KT2440 y cscB (transportador de sacarosa) implicados en el
(PSEVA234cscAB) metabolismo de la sacarosa (Este trabajo).

2.2 Medios y condiciones de cultivo

2.2.1 Medio y condiciones de cultivo empleados para S. elongatus
Medio BG11-HP

El medio BG11-HP se ha empleado para el cultivo y mantenimiento de S. elongatus. Dicho
crecimiento en medio liquido se monitorizé por turbidimetria a 720 nm (D.O72) empleando un
espectrofotometro UV Mini-1240 (Shimadzu). Para aumentar el crecimiento y, por lo tanto, la
produccién de sacarosa de S. elongatus, se bombed CO; directamente al cultivo. Dicho gas se
produce tras bombear con aire un tampon compuesto por KHCO3 (2M): K.COs (2M).

La preparacién del medio se lleva a cabo mezclando los componentes listados a continuacion en
la Tabla 2:

Tabla 2. Componentes del medio BG11-HP.

Componentes Volumen final 1L de BG11-HP
Solucién de sales de BG11 (100X) * 10 ml
HEPES 1M (100X) 10 ml
NaNOs 150g/L (100X) 10 ml
K2HPO4 1M (500X) 2 ml
H20 miliQ Estéril Enrasar a 1L

*Ver ANEXO 1 para la composicién de las distintas soluciones.

Una vez mezclados los componentes del medio BG11-HP se filtraron con filtros de 0.22 um

antes de disponerlos en los matraces de cultivo.
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2.2.2 Medio y condiciones de cultivo empleados para A. lata DSM1123 y P. putida
KT2440 (pSEVA234cscAB).

El medio de cultivo habitual para P. putida es “Luria-Bertani” (LB), cuya composicion es 10
g*L* de NaCl, 10 g*L* de Bactotriptona y 5 g*L™* de extracto de levadura. Los prein6culos se
prepararon en matraces con medio liquido LB en agitacion a 30 °C. Mientras que el recuento de
viables y crecimiento en placa se realizé en medio sélido LB con agar (15g*L™?).

El medio de cultivo empleado para A. lata fue “Nutrient Broth” (NB), cuya composicion es 5
g*L*de digerido pancreético de gelatina y 3g*L™* de extracto de carne bovina. Los preinéculos

se prepararon en matraces con medio liquido NB en agitacién a 30 °C.

Para recuento de viables se plaquearon las diluciones correspondientes de los cultivos liquidos en
placas de medio NB (8 g*L™) con agar (15g*L™) y medio LB con agar (15g*L™) para A. lata y
P. putida, respectivamente. Se dejaron secar y posteriormente se incubaron mantuvieron en una
estufa a 30°C.

El medio minimo empleado para ambas cepas fue el medio BG11-HP suplementado con sacarosa.
El crecimiento de A. lata y P. putida, en medio liquido se monitoriz6 por turbidimetria a 600 nm
(DOsoo) empleando un espectrofotometro UV Mini-1240 (Shimadzu).

En el caso de A. lata, también se empled un lector de microplaca Multiskan Ascent (Thermo
Electron Corporaton) para monitorizar el crecimiento a distintas concentraciones de sacarosa. Se
obtuvieron densidades Opticas a Aszonm, Cada 15 min, durante 48 h. En cada punto de la curva de
crecimiento se analizaron ambas cepas al microscopio, para garantizar que estuvieran libres de

contaminacion.

2.3 Cuantificacion de sacarosa

Para determinar la presencia y cantidad de sacarosa producida por S. elongatus se empled un
método enzimatico-colorimétrico utilizando el kit comercial ‘Megazyme Sucrose/D-Glucose
Assay Kit’. Dicho kit se basa en las reacciones llevadas a cabo por la glucosa oxidasa, peroxidasa
y p-fructosidasa. La fructosidasa cataliza la hidrolisis de la sacarosa, liberando glucosa y fructosa.
La D-glucosa actia como sustrato del enzima glucosa oxidasa (fig. 9 (1)). Este enzima cataliza
su oxidacion para formar peroxido de hidrogeno y D-glucono-8-lactona. El indicador

colorimétrico es la quinoneimina, la cual se genera a partir de 4—aminoantipirina, fenol y peréxido
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de hidrdgeno bajo la accidn catalitica de la peroxidasa (fig. 9 (2)). Por lo tanto, la coloracion
rosacea de la quinoneimina indica la presencia de sacarosa, asi como la densidad Optica a 510 nm
permite cuantificarla.

En este ensayo cuantificamos la cantidad de sacarosa que habia en el sobrenadante de los cultivos
en medio BG11-HP. Se cogieron 60ul muestra, 60 pl stock como control positivo y 120 ul H,O
miliQ de agua (como blanco). A cada eppendorf se le afadieron 60 pl fructosidasa y se
mantuvieron a 50°C, durante 20 min. Durante este tiempo, tuvo lugar la primera reaccion (1).
Posteriormente afiadimos 900l de reactivo GODPOD (glucosa oxidasa y peroxidasa) a cada
muestra para que tuviera lugar la segunda reaccion (2). A continuacion, se leyé directamente la

absorbancia a 510 nm en el espectrofotometro UVMini-1240 (Shimadzu).

(1) Glucosa +0, _GOD_, Acido Glucénico+ H,0,

(2) H,0, +4- Aminoantipirina + FenoI—P()R—» Quinoneimha+4H,0

Figura 9. Reacciones enzimaticas que tienen lugar en el kit comercial a partir de la sacarosa
del medio. Imagen tomada de “Sucrose/D-Glucose Assay Kit”, Megazyme. (Sucrose/D-Glucose
Assay Kit, s. f.)

2.4 Cuantificacién de clorofila y carotenoides.

Para cuantificar la cantidad de cianobacteria en el consorcio se midio la cantidad de clorofilaay
carotenoides de la muestra empleando un protocolo basado en lavados con metanol (99,9%)
(Zaviel et al., 2015). Tras varios lavados y centrifugacion se recogio el sobrenadante a partir del
cual se midio su densidad 6ptica con el espectrofotometro a 470, 665 y 720 nm.

2.5 Cuantificacion y caracterizacion de PHAs

Extraccién del polimero

La extraccion del polimero se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Liu et al. (2011). A partir
de 20 ml del cultivo se extrajo el bioplastico con 20 ml de cloroformo y se centrifugd durante 5
minutos a 3,8 rpm. Se incluy6 un paso de filtracion para eliminar los desechos y recuperar la
biomasa celular (a partir de la cual se cuantificaria el PHA intracelular por medio de GC-MS). La
fase organica se evaporo en la campana de humos hasta que quedaron 5 ml de cloroformo y luego
el polimero se purificé por precipitacion con 2 ml de metanol frio (-20 °C) y 10 ml de cloroformo.
La mezcla se centrifugé a 3,8 rpm durante 5 min y se elimin6 el sobrenadante (disolventes
organicos). Los disolventes organicos residuales de la muestra se evaporaron en la campana de

humos durante la noche. Una vez seco el polimero extraido, se pes6 en una balanza de precision.
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Cuantificacion de PHA por GC-MS

El método mas utilizado para la cuantificacion de monémeros de PHAS es la cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS) (Tan et al., 2014). En nuestro ensayo
cuantificamos y caracterizamos la cantidad de PHA producido en masa liofilizada de cultivos de
A. lata siguiendo el protocolo descrito anteriormente de Escapa et al. (2012). Los monémeros de
PHA se obtuvieron mediante metanolisis acida con 2 ml de metanol acidificado (3%) con H,SO,
al 15% (v/v) y 2 ml de 0,5 mg/ml de 3-metil benzoato en cloroformo como patrén interno. Esta
mezcla se incubd durante 5 h en un bafio de aceite a 100 °C. Después de enfriar, se afiadié 1 ml
de agua destilada a la mezcla y se centrifugd durante 5 min a 3.800 rpm para separar las fases. Se
realizé un segundo paso de extraccion para eliminar el H,SOs residual. Finalmente, se afiadio una
pequefia cantidad de polvo de Na,SO. para eliminar el agua residual. La capa organica se analizé
utilizando un GC Agilent 7890A (Agilent Technologies, EE. UU.) Equipado con una columna
capilar DB-5HT (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno, 0,1 um de espesor de pelicula),
y los datos de masa se adquirieron y procesaron con un dispositivo Agilent. Espectrometro de
masas 5975C (Agilent Technologies, EE. UU.). El programa de temperatura del horno se fij6 a
una temperatura inicial de 80 °C durante 2 min, luego de 80 °C a 115 °C a una velocidad de 5 °C
/ min para una separacion eficiente de picos. Los espectros se obtuvieron como impactos de
electrones con una energia ionizante para el funcionamiento de MS de 70 Ev. EIl célculo de
biomasa se realizd como se describié anteriormente (de Eugenio et al., 2010a). Se centrifugaron
cincuenta mililitros de medio de cultivo durante 30 min a 3.000 x g a 4 ° C y se liofilizaron los

sedimentos durante 24 h y se pesaron.

2.6 Establecimiento del consorcio S. elongatus-A. lata

Partimos de un cultivo de 13 dias de S. elongatus de 50 ml en BG11-HP que produjo 2 g*L™* de
sacarosa a los 13 dias. Se afiadié al mismo matraz el volumen de A. lata para alcanzar una D.O
s00= 0,1 y se mantuvo en condiciones de crecimiento de S. elongatus durante 24 h. En paralelo, se
realiz6 también un control de A. lata en 50 ml de medio BG11-HP con 2 g*L* de sacarosa y en
las mismas condiciones.

El crecimiento se evalu6 a través de las lecturas obtenidas a D.Ogo Y D.O7o con el
espectrofotometro. Para los mismos tiempos se hizo recuento de viables en placas de medio sélido
NB, se midi6 el pH y se analizé al microscopio su evolucioén. Ademas, empleando el kit de
cuantificacion de sacarosa se determiné la sacarosa total consumida por A. lata. Finalmente, para

los mismos tiempos se evalud la cantidad de clorofila a que tenia el consorcio.
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CAPITULO 3. RESULTADOS
3.1 Produccion de sacarosa de S. elongatus en medio BG11-HP

El modulo de alimentacion estd compuesto por S. elongatus SBG363. Puesto que su papel es el
de alimentar a las bacterias productoras de PHA, el objetivo fue evaluar la produccion de sacarosa
durante su crecimiento.

Se cultivé en medio BG11-HP bajo condiciones de crecimiento de cianobacterias; luz, agitacion
y bombeo de CO,. Cada dos dias se afiadia agua estéril para suplir el volumen de medio perdido
debido al bombeo de aire y la temperatura. Se afiadié 2mM de IPTG desde el inicio a los cultivos
que partian de una D.O. 7= 1. A los 15 dias, se vio que el crecimiento alcanzaba una D.O 720= 7.
Tal y como se muestra en la figura 10 se observé que la fase estacionaria se alcanza entre los 17
y 20 dias alcanzando una D.O. 720 méxima de 8. Sin embargo, la produccion de sacarosa se

mantuvo con un maximo de 2 g*L* a los 20 dias.

Creciminento
(D.O720nm)

10— -& Sacarosa (g/L) 25

Crecimiento
D.O720 nm

(71/6) esoJedes

04— . . . 0.0
0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

Figura 10. Crecimiento y producciéon de sacarosa de S. elongatus
(aislado C8). Se observo produccion de sacarosa a partir del tercer dia.

3.2 Crecimiento de P. putida (pSEVA234cscAB) y A. lata en BG11-HP a distintas
concentraciones de sacarosa

Para seleccionar el modulo de produccion de PHAs partimos de dos posibles candidatos: P. putida
y A. lata. Para decidir cuél de las dos podia resultar mas productivo se realizaron cultivos en
medio BG11-HP a distintas concentraciones de sacarosa y se visualizaron los granulos de PHAs
producidos por ambas cepas al microscopio optico.

Se analiz6 el crecimiento de A. lata y P. putida en 50 ml de medio liquido BG11-HP a distintas
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concentraciones de sacarosa (1 g*L™%, 2 g*Lt, 3g*L'y 4 g*L1), partiendo de una D.O. g0=0,2.
En el caso de P. putida, tal y como se observa en la figura 11, se monitorizé el crecimiento hasta
140 horas (6 dias). Se observo que en presencia de 4g*L™ de sacarosa se alcanzd una D.O 0=
2,5. Por otro lado, en la figura 12 se muestran los resultados del crecimiento de A. lata. Esta cepa
alcanzé una D.O 00=3,8 en 4 g*L* de sacarosa a las 25 horas de cultivo. La visualizacion de las
células al microscopio mostrd que Unicamente fueron observables los granulos de PHA en el

cultivo de A. lata (fig. 13) lo que sugiere una mayor acumulacion en esta bacteria.
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Figura 11. Crecimiento de P. putida a distintas concentraciones de sacarosa. En
medio liquido BG11-HP con 0, 1, 2, 3y 4 g*L™ de sacarosa creci6 esta cepa durante
145 horas. No hay constancia del momento en el que entra en fase estacionaria.
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Figura 12. Crecimiento de A. lata a distintas concentraciones de sacarosa. Durante
52 horas estuvo creciendo esta cepa en medio liquido BG11-HP con 0, 1, 2,3y 4 g*L°
! de sacarosa. Se observa el comienzo de la fase estacionaria a las 25 horas.



Figura 13. (A) Células de P. putid

horas. Apenas se observan granulos en las células. (B) Células de A. lata en medio BG11-
HP con 2 g*L™ de sacarosa a las 50 horas. Se observan granulos de PHA en su interior
(nuestro ensayo).

Dada su capacidad para crecer y producir granulos en el medio BG11-HP (el cual se usaria en el
co-cultivo) se escogid A. lata como candidata para la produccion de bioplasticos en el consorcio
Se realiz6 un nuevo cultivo en condiciones de co-cultivo (presencia de luz, 30 °C, agitacion, CO5)
en medio BG11-HP con 2 g*Lde sacarosa para corroborar los resultados anteriores (fig. 14). Se
observa que a partir de una D.0. 600= 0,2, el crecimiento las 24 h aproximadamente alcanzaba
una D.Ore00 = 2,5. En todos los casos en los que se repitié dicha curva de crecimiento se observé
gue una vez alcanzada la fase estacionaria (20 dias) la densidad dptica del cultivo disminuia
debido a la lisis celular al final de la fase estacionaria. El analisis en paralelo del consumo de
sacarosa permitio comprobar como la bacteria utilizaba dicha fuente de carbono para su
crecimiento (fig. 14).

-8~ BG11HP + 2g/L sacarosa A
-# BG11HP
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D.O600nm
-
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0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 14. (A) Crecimiento de A. lata y consumo de sacarosa en medio BG11-HP con 2
g*L™ de sacarosa. (B) Imagen al microscopio Optico de células de A. lata cultivadas en
medio BG11-HP con 2 g*L* de sacarosa a las 25 h.
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3.3 Establecimiento del consorcio sintético S. elongatus SBG363 y A. lata DSM
1123.

El principal objetivo de este trabajo era demostrar la capacidad que tiene A. lata de aprovechar la
sacarosa, secretada por S. elongatus, para su crecimiento y la produccién de granulos de PHA.
Para ello, una vez comprobada la capacidad de A. lata de crecer y producir granulos de PHAs
visibles a microscopio Optico de contraste de fases, se inicié un co-cultivo siguiendo las siguientes
especificaciones.

S. elongatus se cultivé en medio BG11-HP y 2 mM IPTG durante 20 dias. Transcurrido este
tiempo se analizd la concentracién de sacarosa que fue de 2 g*L1. En este punto se inoculd A.
lata, procedente de un preinoculo cultivado en medio liqguido NB a una D.O. geonm = 0,1. En
paralelo, y como control se inoculd A. lata en medio BG11-HP con 2 g*L™* de sacarosa.

El crecimiento de S. elongatus en medio BG11-HP provoca un incremento de pH que se corrigio

afiadiendo 20 pL de HCI antes de afiadir A. latus al co-cultivo.

Ambos cultivos se monitorizaron midiendo la densidad optica a A 600 nm y 720 nm. En cada
punto se evaluo el pH mediante tiras colorimétricas y se hizo recuento de viables. Se evaluo el
contenido en sacarosa y el contenido de clorofila a y carotenoides. Cada muestra se analiz6 al
microscopio para evaluar la presencia de ambas bacterias y los granulos de PHA (fig. 15).

Control: A. lata en medio BG11HP
enriquecido con sacarosa

Granulos de

Consorcio sintético: S. elongatus y A. lata

S. elongatus

Figura 15. Imagenes al microscopio electronico (aumento 100X) del consorcio y el control
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finales. En las imagenes 1-5 se muestran el crecimiento de A. lata en el control a distintos tiempos
(Oh, 20h, 24h, 29h, 45h). Se observa un aumento en el ndmero de células y de granulos
intracelulares. En las imagenes que van de la A-E se observa el aumento en el nimero de células
bacterianas en el consorcio para los mismos tiempos. En la imagen E se muestran las células de
bacteria lisadas con los granulos liberados.

En la figura 16 se observa el crecimiento de A. lata y su consumo de sacarosa en el consorcio.
Muestra como el crecimiento se mantuvo durante 24 h, tras lo cual, las células comenzaban a
lisarse (Reduccion de las UFC) y a liberar los granulos. Este momento coincidia con un nuevo
aumento del pH por parte de la cianobacteria (pH 8,15), el cual se midié con el pH-metro.

Consorcio Control
1074 -2.5
- UFC/mL =~ UFC/mL
-~ Sacarosa (g/L) -v- Sacarosa (g/L)
- :“-----_ - 2.0
- i P
E -
£ 1064 So
2 %)
= F15
g 5
= 2
< 2,
S g
; -1.0 =
E 105
i3]
%]
5
- 0.5
\
\
‘ ~
104 T I T I — = B : - 0.0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (Horas)

Figura 16. Crecimiento y consumo de sacarosa de A. lata en mono-cultivo (control) y co-

cultivo con S. elongatus (consorcio). El crecimiento de S elongatus se monitorizé midiendo el
contenido en clorofila.

3.4 Cuantificacion de polihidroxialcanoatos

Finalmente, se cuantifico la cantidad de PHA producido por el consorcio y el control. Para ello
se empled GC-MS y peso seco total. Puesto que a tiempo final habia un porcentaje de células de
A. lata que se habian lisado, se cuantifico el bioplastico en las células y en el medio. Inicialmente
se partié de un volumen de 20 ml de cultivo, al cual se le afiadieron 20 ml de cloroformo para
solubilizar el PHA procedente de las células de A. latus que se hubieran lisado. Posteriormente se
centrifugd a 3,8 rpm durante 5 min. Se eliming la fase acuosa y se repitio el proceso. Finalmente

se separd el sobrenadante (con el PHA disuelto) del pellet (células no lisadas con PHA
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intracelular) para proceder a su cuantificacién por separado.

Para cuantificar el PHA disuelto en el cloroformo éste se evapord durante dos dias vy
posteriormente se purificé afiadiendo 2 ml de metanol frio y 10 ml de cloroformo. Tras haberse
evaporado la fase liquida, precipitdé el PHA y se pesaron los tubos conteniendo el PHA
previamente tarados. Tal y como se observa en la tabla 3 el peso correspondiente al PHA obtenido

en ambas fracciones fue muy similar en el consorcio y en el control.

Tabla 3. Cuantificacién de PHA

Muestra Peso (g) 14 ®g/L PHA Consorcio
PHA Consorcio: S. 0,198 12 mg/L PHA Control
extraidoen  elongatus y A. lata 10 .

cloroformo Control: A. lata 0,214 <

I8
o

Muestra g*LT  PHA _j

PHA %) >

intracelular Consorcio: S. 12,2 6,94 4

elongatus y A. lata 2

Control: A. lata 132 2975 0,0044 L

0I'iempo (horas)

Figura 17. PHA (g/L) obtenidos por GC-MS y peso seco del consorcio y el control
final. Se cuantifico la cantidad de PHA disuelto e intracelular obtenido en el prein6culo
de A. lata a tiempo inicial (para una D.O. 0,1), y a las 45 h en el control y el consorcio.

Por otro lado, se cuantific6 mediante GC-MS la cantidad de PHA intracelular en las células que
permanecieron sin lisar. Para ello, previamente se liofilizé el pellet resultante de la centrifugacion
del control y el consorcio. El peso seco total de estos pellets fue de 0,17 y 0,67 g para el control y
el co-cultivo respectivamente. El porcentaje de PHA obtenido calculado tras la cuantificacidn por
GC-MS en cada caso fue de 29.75% en el caso de A. lata 'y 6, 94% en el caso del consorcio. A partir
del peso del pellet y el porcentaje de PHA se calculé la cantidad de PHA en cada uno de los pellets
(tabla 2). Teniendo en cuenta la cantidad de PHA en el sobrenadante y en las células se obtuvieron
los resultados representados en la figura 17. En ambos casos la produccion de PHA fue muy
similar, 13. 2 g*L* en el caso del cultivo control A. lata'y 12.2 g*L para el consorcio.

Nuestros resultados sugieren que la bacteria A. lata es capaz de crecer en presencia de S. elongatus

y producir PHA en una cantidad muy similar a como lo hace en monocultivo en medio BG11-HP.
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CAPITULO 4. DISCUSION

El empleo de consorcios microbianos para la obtencion natural de productos de valor afiadido es
un area de estudio y constituye una aplicacion emergente por sus beneficios frente al monocultivo.
Esta estrategia permite la coexistencia de dos 0 mas microorganismos, aportando diversidad con
sus distintas rutas metabdlicas y reduciendo significativamente la dificultad y el tiempo de
reconstruir rutas sintéticas largas. Ademas, permite la division del trabajo (aligerando la carga
metabolica de cada cepa), la obtencion de varios productos de interés y las interacciones celulares
beneficiosas que promueven la productividad celular y su adaptabilidad al entorno (Kong et al.,
2018).

En este trabajo hemos disefiado un consorcio modular energizado por la luz, formado por S.
elongatus y A. lata aplicado a la produccion de PHAs. Se ha utilizado la cianobacteria
recombinante S. elongatus PCC 7942 SBG363 (Tabla 1) como médulo de alimentacidn ya que
es capaz de producir sacarosa tras la induccion con IPTG y secretarla al medio sin necesidad de
proporcionar un chogue osmético en presencia de altas concentraciones de sal. La sacarosa
secretada es utilizada como fuente de carbono y energia por el médulo de produccion. En el disefio
de co-cultivos, es requisito fundamental que los microorganismos implicados sean capaces de
crecer en el mismo medio y condiciones. El crecimiento de S. elongatus depende tanto de factores
biéticos como abiéticos (pH (7-9), temperatura (30 °C) y presencia de luz) (Costa et al., 2019).
Ademas, es fundamental la agitacién y el bombeo con CO; que por un lado aumenta la fuente de
carbono y por otro evita la precipitacion de nutrientes y células del medio (Razzak et al., 2017).
Por ese motivo se optimizé el cultivo de S. elongatus en agitaciéon constante, con 24 h de luz 'y
bombeo de CO; a 30°C.

La produccion de sacarosa por S. elongatus SBG363 se analiz6 a lo largo de la curva de
crecimiento en estas condiciones llegando a niveles de 2g*L™* al final de la fase estacionaria. La
sacarosa obtenida fue aproximadamente la mitad de la descrita por los autores de la patente,
aunque la curva de crecimiento de la cianobacteria tuvo una D.O final de los cultivos menor en

nuestros experimentos.

Una vez definidas las condiciones Optimas para el cultivo y produccion de sacarosa de S.
elongatus, éstas se probaron para el cultivo de las bacterias productoras de PHA A. lata y P. putida
(pPSEVA234cscAB). Se observé que, aunque ambas bacterias fueron capaces de crecer en medio

BG11-HP (figs. 11 y 12) la bacteria A. lata lo hizo en menor tiempo alcanzando niveles de
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biomasa superiores (fig. 12). Cuando se observaron células procedentes de los cultivos de ambas
cepas al microscopio optico Unicamente se detectaron granulos de PHA en el cultivo de A. lata.
Por este motivo se selecciond A. lata como mddulo de produccién. En primer lugar, P. putida
tiene un mayor requerimiento de que exista un desequilibrio nutricional en el medio para poder
sintetizar estos polimeros en cantidades detectables. Ademas, la produccion de PHAs en P. putida
requiere de una fase de acumulacion de biomasa previa para empezar a acumularlos (Lowe,
Schmauder, et al., 2017).

Aunque en el caso de A. lata también se ha descrito un aumento de la produccion en condiciones
de desequilibrio nutricional, su produccion acoplada al crecimiento alcanza niveles méas que
aceptables en cualquier fuente de carbono A. lata DSM1123 puede emplear la sacarosa producida
por S. elongatus sin necesitad de modificacion genética previa y emplear esta fuente de carbono
para su crecimiento y la sintesis de PHAs (Gahlawat & Srivastava, 2017).

En este trabajo hemos demostrado que el co-cultivo de S. elongatus y A. lata es viable y
productivo consiguiéndose acumulaciones de bioplastico muy similares al del control en

presencia de 2 g*L* de sacarosa.

En estudios anteriores como el de Léwe, Hobmeier, et al., (2017), se desarroll6 una cepa de P.
putida capaz de utilizar la sacarosa del medio como fuente de carbono, pero al igual que en nuestro
caso, requeria bajas concentraciones de nitrégeno y su produccion era muy baja, alcanzado 150
mg*L* de PHA. En otro estudio posterior (Hobmeier et al., 2020) se desarrollé una nueva cepa
gue no dependia de este estrés nutricional basada en la delecion del sistema regulatorio
NasS/NasT, denominada nitrogen-blind y utilizaba la sacarosa secretada por S. elongatus. Sin
embargo, los niveles de PHAs fueron relativamente bajos, alcanzando una concentracion de 25,24
mg*L* de PHA finales. En la blsqueda de cepas mas eficientes de P. putida para trabajar en co-
cultivo, se desarroll6 una cepa capaz de aprovechar la sacarosa del medio para la sintesis de PHAs
y capaz de degradar el 2,4-dinitrotolueno (Fedeson et al., 2020). Esto ofrecia una gran ventaja ya
que aumentaba las funciones de la cepa, sin embargo, el rendimiento de la produccién de PHAS,

seguia siendo muy bajo, alcanzando 23,4 mg*L™.
Los niveles de produccidn alcanzados por el co-cultivo S. elongatus y A. lata fueron de 12,2 g*L-

L en 24 h lo que supone un rendimiento muy superior a los consorcios basados en luz para producir

PHA descritos hasta la fecha.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo respecto a la creacién de un
co-cultivo sintético entre S. elongatus SBG363 y A. lata DSM 1123 para la produccion de
bioplésticos, son las siguientes:
1. S. elongatus SBG 363 es capaz de crecer y producir sacarosa en medio minimo BG11-
HP.
2. A.lata DSM 1123 crece en medio minimo BG11-HP utilizando sacarosa como fuente de
carbono produciendo un 25% de su peso de granulos de PHB observables al microscopio
Optico de contraste de fases. La produccion total del cultivo en estas condiciones fue de
13 g*L* de PHB
3. Elconsorcio sintético S. elongatus SBG363- A. lata fue viable en las condiciones testadas
permitiendo el crecimiento de A. lata y la produccion de 12,2 g*L* de PHB
4. El consorcio sintético formado por S. elongatus SBG363 y A. lata constituye una

herramienta prometedora para la sintesis de productos de interés a partir de CO. y luz.
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ANEXO 1

Composicion de la solucion de sales de BG11 (100X) empleada para el medio BG11-HP.
Solucion salina de BG11 (100X)

Componentes g*L?
K>2HPO4 3,48
MgSO.-7 H,0 75
CaClz-2 H.0O 3,6
Acido citrico - H,0 0,65628
Citrato de amonio hierro (111) 0,6
Na,EDTA - 2 H,O 0,10383
Na,COs3 2
HsBO3 0,286
MnCl; - 4 H.0 0,181
ZnSOs - 7 H.0 0,022
Na:MoOs - 2 H,O 0,039
CuSOs4- 5 HO 0,0079
CoCl; 0,0022
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