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Abs
ACP
ADN
ALA
APC
ARN
Ap
ATP
cAMP
Cm

Chli
Chla
CoA
CRP

Ct
C-terminal
dATP
DAP
DE

DO
dCTP
dGTP
DTT
dTTP
FB

Gm
Indels
IPTG
kb

Km

LA

LB
MCS
NAD
Neo
ORF
pb

PC

PCR
PEG
p/v
RBS
RPKM
rpm
Se7942
Se6301
Ss6803
Ss7002

Absorbancia

Proteina transportadora de grupos acilo
Acido desoxirribonucleico

Acido a-linolénico

Aloficocianina

Acido ribonucleico

Ampicilina

Adenosin trifosfato

Adenosin monofosfato ciclico
Cloranfenicol

Clorofila

Clorofila a

Coenzima A

Proteina de unién a cAMP
Carotenoides

Carboxi-terminal

Desoxiadenosina trifosfato

Acido diaminopimélico

Desviacién estandar

Densidad dptica

Desoxicitidina trifosfato
Desoxiguanosina trifosfato
Ditiotreitol

Desoxitimidina trifosfato
Ficobiliproteinas

Gentamicina

Inserciones y deleciones
Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
Kilobase

Kanamicina

Acido linoleico

Medio de cultivo Luria-Bertani
Sitio multiple de clonaje
Nicotinamida adenina dinucleétido
Neomicina

Marco de lectura abierto

Pares de bases

Ficocianina

Reaccién en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Relacién peso/volumen

Sitio de unidn al ribosoma

Reads por kilobase por millén de reads mapeados
Revoluciones por minuto
Synechococcus elongatus PCC 7942
Synechococcus elongatus PCC 6301
Synechocystis sp. PCC 6803
Synechococcus sp. PCC 7002

21



1. Abreviaturas

Sm
SN1
SN2
SNPs
T2SS
T4P
Tc
Tp
URL

Estreptomicina

Sitio neutral 1

Sitio neutral 2

Polimorfismos de un solo nucledtido
Sistema de secrecion tipo Il

Pilus tipo IV

Tetraciclina

Trimetoprima

Unidades Relativas de Luminiscencia
Relacidn volumen/volumenintroduccion
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2.1. Cianobacterias

2.1.1. Aspectos generales y taxonomia

Las cianobacterias son un grupo de bacterias fototrdficas, Gram negativas, conocidas
comunmente como algas verde-azuladas debido a los pigmentos fotosintéticos que poseen,
clorofila a y ficobiliproteinas (Stanier and Cohen-Bazire, 1977). Pertenecen al Reino de las

eubacterias y al phylum Cianobacteria (Rippka et al., 1979).

Las cianobacterias constituyen un grupo morfolégicamente muy diverso, al igual que sus
contenidos en G+C (30 - 62 %) y los tamafios de sus genomas (1,5 - 8 Mb) (Beck et al., 2012).
Atendiendo a la envuelta celular, se les considera bacterias Gram negativas debido a la presencia
de una membrana externay una capa de peptidoglicano, aunque su pared celular posea también

caracteristicas de las paredes tipicamente Gram positivas (Hoiczyk and Hansel, 2000).

La clasificacién mas aceptada de las cianobacterias las divide en 5 secciones atendiendo a
criterios morfoldgicos y a cédmo se realiza la division celular (Rippka et al., 1979). La Seccion |
incluye estirpes unicelulares que se dividen por fisidn binaria o por gemacidn, perteneciendo a
esta division, entre otros, los géneros Synechococcus y Synechocystis. La Seccion Il estd
constituida por estirpes unicelulares que se reproducen por fisién multiple y/o fisidon binariay a
la que pertenecen los géneros Dermocarpa y Pleurocapsa, entre otros. En la Seccidn Il aparecen
estirpes que, como Pseudanabaena y Spirulina, son filamentosas no formadoras de heterocistos.
Las Secciones IV y V la conforman especies filamentosas formadoras de heterocistos,
representando la Seccidn IV especies que presentan divisién en un plano (como los géneros
Anabaena y Nostoc), mientras que en la Seccion V se clasifican especies con division en mas de
un plano (por ejemplo, el género Fischerella). Sin embargo, hoy dia la clasificaciéon de las
cianobacterias esta en revision, debido al empleo de marcadores quimiotaxonémicos y el
analisis comparativo de macromoléculas. De este modo, se ha demostrado que Unicamente la
Seccién I, y las Secciones IV y V conjuntamente, forman grupos filogenéticos verdaderos

(Giovannoni et al., 1988).

Se considera a las cianobacterias como principales responsables de la acumulacién de

oxigeno atmosférico a lo largo de la evolucién de la Tierra (Olson, 2006). Se estima que su origen
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es muy primitivo (aproximadamente hace unos 2.500 millones de afios), desempefiando un
papel crucial en la evoluciéon del ambiente geoquimico y de la vida en la Tierra. Por un lado,
fueron las promotoras de la transformacion de la atmdsfera desde un estado reductor inicial
hasta su actual estado oxidante (por su produccién de O,), y por otro, fueron las causantes de la
aparicion de la capa de ozono protectora de la radiacidn ultravioleta (Buick, 1992; Schopf, 1993).
Segun la teoria endosimbidtica, las cianobacterias fueron precursores de los cloroplastos en las
células vegetales (Gray, 1992). Los estudios filogenéticos realizados han encontrado pruebas a
favor de la endosimbiosis y de la posible existencia de una cianobacteria ancestral comun a las

cianobacterias actuales y a los cloroplastos de plantas (Giovannoni et al., 1988).

En la actualidad, las cianobacterias pueden hallarse en habitats muy diversos, estando
presentes en la practica totalidad de ecosistemas estudiados: aguas ocednicas y continentales,
suelos y ambientes extremos, aguas termales y desiertos (Tandeau de Marsac and Houmard,
1993). Posibles explicaciones de su ubicuidad son los escasos requerimientos nutricionales que
poseen, asi como su capacidad para vivir de forma simbidtica con plantas y hongos, lo que les
permite estar presentes en otros nichos que por si solos no podrian colonizar (Waterbury, 2006).
Cabe destacar la existencia de especies de cianobacterias extremoéfilas, capaces de vivir en
ambientes extremos de temperatura (en aguas termales o en la Antartida), de salinidad (tanto

en agua dulce como salada) o de pH (en aguas acidas o alcalinas) (Waterbury, 2006).

Desde el punto de vista metabdlico, las cianobacterias viven en condiciones
fotoautotréficas, aunque algunas pueden crecer ademads en condiciones heterotréficas en
presencia de alguna fuente de carbono. Debido a su ubicuidad y a su capacidad de crecimiento
fototoautotrdfico, las cianobacterias son los principales organismos responsables de la
fotosintesis y la fijacion de CO, en medios marinos (Herrero and Flores, 2008). También son
considerados importantes componentes de los ecosistemas globales, ya que son responsables
de entre el 20 - 30 % de la produccidn total de oxigeno (Pisciotta et al., 2010). Por todo ello, la
importancia de las cianobacterias en el ciclo de carbono es fundamental. Por otro lado, cabe
destacar su papel en el ciclo del nitrégeno, ya que algunos géneros de cianobacterias son
capaces de fijar nitrégeno atmosférico en los heterocistos (Herrero et al., 2001). Ademas, son
los organismos mas simples que presentan ritmo circadiano y cuyo mecanismo molecular ha
sido ampliamente estudiado (Ditty et al., 2003; Golden, 2003; Iwasaki and Kondo, 2004,
Johnson, 2004; Johnson et al., 2008; Williams, 2007). La evolucién del ritmo circadiano podria
derivar de la necesidad de realizar procesos celulares que son vulnerables a la luz (Johnson,

2010).
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En las ultimas décadas se han desarrollado diversas herramientas moleculares para la
investigacion genética y modificacién de cianobacterias: ADN exdgeno puede ser transferido a
cepas unicelulares y filamentosas mediante transformacién natural (Grigorieva and Shestakov,
1982; Shestakov and Khyen, 1970; Stevens and Porter, 1980), electroporacion (Thiel and Poo,
1989) y conjugacién con vectores autdbnomos o integrativos (Marraccini et al., 1993; Wolk et al.,
1984). Hay disponibles diversos marcadores de seleccion negativa y positiva y construcciones
reporteras para medir actividad de promotores o para estudios de localizacion celular (Berla et
al.,, 2013). Se conocen, ademas, varios sistemas de restriccidn-modificacion presentes en
cianobacterias (Stucken et al., 2013; Zhao et al., 2006). Actualmente, se han secuenciado y
anotado al menos 39 genomas de cianobacterias unicelulares y filamentosas (Cyanobase,
http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase), lo cual facilita llevar a cabo modificaciones genéticas y

analisis transcriptémicos y protedmicos.

Ademas de todo lo expuesto, que denota la gran importancia de este phylum, las
cianobacterias han sido identificadas como nueva fuente de compuestos bioactivos (Abed et al.,
2009). Destaca especialmente la produccién de compuestos naturales con actividad
antibacteriana, antifungica, antiviral, antiprotozoal y molusquicida (Niedermeyer, 2015). Por
otro lado, ciertas cianobacterias son capaces de sintetizar y acumular biopldsticos degradables
(Campbell et al., 1982; Sudesh et al., 2002). Estos organismos son capaces de llevar a cabo la
degradacion de compuestos toxicos como fenantreno y naftaleno (Kumar et al., 2009), asi como
la descontaminacién acuatica de nitritos, de fosfatos y de metales pesados (El-Bestawy, 2008;

Fawzy and Issa, 2016; Roy et al., 2015).

En este trabajo se ha utilizado como modelo de estudio la cianobacteria Synechococcus

elongatus PCC 7942, cuyas caracteristicas principales se describen en el siguiente apartado.

2.1.2. Synechococcus elongatus PCC 7942

2.1.2.1. Descripcion general

Synechococcus elongatus PCC 7942 (a partir de ahora, Se7942), anteriormente
denominada Anacystis nidulans R2, fue descrita por Nageli (Nageli, 1849). Se caracteriza por ser
fotoautétrofo obligado, de agua dulce, unicelular, se divide por fisién binaria, y pertenece a la

seccion | de la clasificacion morfoldgica (Rippka et al., 1979). Las células de Se7942 tienen forma
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de bacilo y su tamafio oscila entre 1 - 2 um (Yu et al., 2015). Estas células forman colonias

redondas en placas de agar y crecen homogéneamente en medio liquido (Bazin, 1971).

El genoma de Se7942 esta formado por un cromosoma circular de 2,7 Mb, un pldsmido
grande (pANL) de aproximadamente 46,3 Kb y un plasmido pequefio (pANS) de 8,6 Kb (Chen et
al., 2008). Esto convierte a Se7942 en uno de los organismos fotosintéticos de vida libre con un
tamafio cromosémico mas reducido. El contenido en G+C del genoma de Se7942 esta alrededor
del 55,43 % (Beck et al., 2012). Ademas, su genoma esta totalmente secuenciado desde el afio

2004 (nimero de acceso en GenBank NC_007604).

Se7942 es similar a Synechococcus elongatus PCC 6301 (a partir de ahora Se6301). Se6301
tiene un genoma 322 pb mayor al de Se7942 y presenta una inversién cromosdmica de 188.6
kb, responsable de que Se6301 no sea transformable naturalmente (Sugita et al., 2007).
Ademas, existen dos regiones del genoma de Se6301 que no estdn presentes en el genoma de
Se7942. La primera de ellas incluye una secuencia de 52 pb (posicién nucleotidica de 704.012 a
704.063) y la segunda una secuencia de 243 pb (de 1.783.884 a 1.784.126) en el genoma de
S6301. A pesar de estas diferencias, algunos autores consideran que Se6301 y Se7942

pertenecen a la misma especie (Golden et al., 1989; Wilmotte and Stam, 1984).

Las principales caracteristicas que hacen que esta cianobacteria haya sido elegida como
modelo de estudio, son su relativamente corto tiempo de generacion (5 h) (lhlenfeldt and
Gibson, 1975; Yu et al., 2015) y su competencia natural para ser transformada con ADN exdgeno.
Fue la primera cianobacteria en la que se demostrd la existencia de un sistema de
transformacién natural (Shestakov and Khyen, 1970) y las condiciones para conseguir la maxima
eficacia han sido bien definidas (Golden and Sherman, 1984). Ademas de la transformacion
natural, existen diversas herramientas de manipulacion genética disponibles para Se7942. Un
ejemplo de ello son los plasmidos lanzadera capaces de replicar en E. coliy en Se7942 (Golden
and Sherman, 1983), asi como vectores lanzadera suicidas, capaces de integrarse en el genoma
de Se7942, por recombinacion homédloga (Tsinoremas et al., 1994). A lo largo de los afos,
Se7942 ha servido como modelo de estudio en muchos campos, destacando la adquisicién de
carbono inorgéanico (Bonfil et al., 1998; Gabay et al., 1998; Maeda et al., 2000; Omata et al.,
2001; Tchernov et al., 2001), el transporte y regulacién de compuestos nitrogenados (Lee et al.,
1999), la respuesta a la carencia de hierro (Michel et al., 2001; Webb et al., 1994), la adaptacion
a diferentes estreses de nutrientes (Collier and Grossman, 1992; Sauer et al., 1999) y a
variaciones ambientales tanto de temperatura como de intensidad de luz (Schelin et al., 2002;

van Waasbergen et al., 2002). Por ultimo, es importante mencionar que Se7942 es el modelo
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procaridtico mas utilizado para el estudio del ritmo circadiano (Golden, 2003; Golden et al.,

1998).

2.1.2.2. Se7942 modelo para la produccidén de compuestos de interés biotecnolégico

En la actualidad, muchos procesos industriales dependen de fermentaciones de bacterias
heterotroficas, que producen productos como vitaminas, enzimas y aminodcidos. La viabilidad
econdmica de estos esquemas de produccién estd limitada por el coste de las fuentes de
carbono y energia utilizadas en los procesos fermentativos (Lau et al., 2015). Las cianobacterias,
dotadas de un sistema fotosintético para fijar didxido de carbono a una forma reducida,
constituyen la maquinaria biosintética ideal para la produccién sostenible de productos
quimicos y biocombustibles (Lai and Lan, 2015). A diferencia de las bacterias heterotréficas, las
cianobacterias solo necesitan luz solar, diéxido de carbono, agua y una minima cantidad de
nutrientes para crecer, eliminando los costes derivados de las fuentes de carbono y energia y
los medios de crecimiento complejos (Ducat et al.,, 2011b). La luz solar es el recurso mas
facilmente disponible y barato de la tierra, siendo las cianobacterias capaces de trasformar entre

el 3y el 9% de la energia solar en biomasa (Dismukes et al., 2008).

Considerando lo anteriormente descrito, junto a los recientes avances en tecnologias de
manipulacion genética y de ingenieria metabdlica, las cianobacterias son uno de los candidatos

mas atractivos para su uso en aplicaciones biotecnolégicas.

A continuacidn, se describen los principales compuestos que se han conseguido producir

en la cianobacteria modelo de estudio de esta tesis Se7942.

2.1.2.2.1. Bioproduccion de alcoholes en Se7942

Algunas cianobacterias producen pequeiias cantidades de etanol heterotréficamente
durante el metabolismo anaerobio nocturno (Heyer and Krumbein, 1991; Stal and Moezelaar,
1997). Sin embargo, es necesario realizar ingenieria genética para incrementar la productividad

y activar la produccién bajo condiciones fotosintéticas (Lai and Lan, 2015).

El primer informe de produccién mediante la expresidn heterdloga de la ruta de sintesis

de etanol fue llevado a cabo por (Deng and Coleman, 1999). Estos autores introdujeron los genes
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que codifican para la piruvato descarboxilasa (pdc) y la alcohol deshidrogenasa Il (adhll) de
Zymomonas mobilis en Se7942. Para ello, clonaron estos genes bajo el control del promotor del
operdn rbclS propio de Se7942 en un vector derivado del pldasmido pANS, capaz de replicar de
forma autdonoma en Se7942. Con ello consiguieron una produccion de 0,02 mg/L de etanol tras
7 dias de cultivo. En este caso, el sustrato para la produccion del etanol era el piruvato (Figura

2-1,A).

Alternativamente, el etanol puede producirse desde el acetil-CoA via acetaldehido bajo
condiciones aerdbicas. Para ello, (Lan et al., 2013) clonaron el gen pduP que codifica para una
deshidrogenasa aldehido CoA-acilante de la ruta de degradacion del 1,2-propanediol de
Salmonella enterica y el gen yghD que codifica para una alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADPH de E. coli. Un esquema de la ruta se representa en la Figura 2-1, B. La cepa resultante
fue capaz de producir 182 mg/L de etanol tras 10 dias de cultivo. A pesar de que la produccion
de etanol mediante esta ruta es mas alta, su principal desventaja es la necesidad de dos factores
reductores. La cantidad de etanol producido, por tanto, estaria sujeta a la disponibilidad en Ia

célula de dichos factores reductores.

A 0 Co, NAD(P)H
\IH‘\OH _/‘ . )ok . <
0 Pdc H Adhil ~OH
Piruvato Acetaldehido Etanol
B o NAD(P)H 0 NAD(P)H
/u\CoA ——— /U\H ———  » “OH
PduP Adhll
Acetil-CoA Acetaldehido Etanol

Figura 2-1. Representacion esquematica de la produccion de etanol. (A) Ruta de sintesis de etanol utilizando como
sustrato el piruvato. (B) Ruta de sintesis de etanol a partir del acetil-CoA. NAD(P)H, factor reductor. Modificado de
(Lai and Lan, 2015).

Ademas de etanol, otros alcoholes de cadena corta y de cadena larga han conseguido
producirse en nuestra cianobacteria modelo Se7942. Un resumen de estos compuestos

producidos, asi como de las caracteristicas de las cepas productoras, se muestra en la Tabla 2-1.
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Tabla 2-1. Alcoholes producidos en Se7942, asi como los promotores y genes usados, la produccion obtenida, el
metabolito central del que se parte y la referencia bibliografica. Modificado de (Lai and Lan, 2015).

Alcohol Promotor/es Gen/es Produccién  Diasde  Metabolito Referencia
producido usado/s expresados (mg/L) cultivo central
Isopropanol PilacO1 thl-atoAD- 33,1 14 Acetato (Hirokawa
adc-adh-pta et al,, 2016)
Isopropanol Ptrc thl-atoAD- 146 15 Acetil-CoA (Hirokawa
adc-adh et al.,, 2015)
Isopropanol Ptrc thl-atoAD- 26,5 9 Acetil-CoA (Kusakabe
adc-adh etal., 2013)
1-Butanol Ptrc/PiacO1 ter/nphT7, 317 12 Acetil-CoA (Lan et al.,
pduP, yghD, 2013)
ctr, hbd
1-Butanol Ptrc/PilacO1 | ter/nphT7, 30 17 Acetil-CoA (Lan and
pduP, yqhD, Liao, 2012)
ctr, hbd
1-Butanol Ptrc/PilacO1 ter/atoB, 14,5 7 Acetil-CoA (Lan and
adhE2, Liao, 2011)
crt, hbd
Isobutanol Ptrc kvid, YqghD 450 6 Piruvato (Atsumi et
al., 2009)
2- Ptrc kivD, yqhD, 178 12 Piruvato/ (Shen and
Metilbutanol cimA, Acetil-CoA Liao, 2012)
leuBCD
1,2- Ptrc SADH, yqhD, 150 10 Piruvato (Li and Liao,
Propanediol mgsA 2013)
2,3- PiacO1 alsS, alsD, 2.380 20 Piruvato (Oliver et
Butanediol adh al., 2013)
Glicerol Ptrc gppl 1.170 20 DHAP* (Wang et
al., 2015)
*DHAP: dihidroxiacetona fosfato
2.1.2.2.2. Bioproduccion de azticares en Se7942

Los azlucares tienen un interés particular, ya que solo pueden ser producidos
fotosintéticamente, no utilizando otras estrategias metabdlicas (Ducat et al.,, 2011b). Las
proteinas involucradas en la sintesis de sacarosa en cianobacterias han sido descritas
recientemente (Kolman et al., 2015). La sintesis de sacarosa involucra la accion secuencial de
una sacarosa-fosfato sintasa (SPS) y la sacarosa-fosfato fosfatasa (SPP) (Martinez-Noel et al.,
2013). Basicamente, estas enzimas catalizan la conversién de UDP-glucosa y fructosa-6-fosfato
en sacarosa. La hidrdlisis de sacarosa en fructosa y glucosa es catalizada por una invertasa (INV)

(McEwen et al., 2013).

Se7942 produce naturalmente sacarosa, asi como fructosa y glucosa, en respuesta a

estrés osmoético (Kerby et al., 1990). De esta manera, Se7942 acumula sacarosa en el citoplasma
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hasta 280 mM para compensar la presién osmdtica externa (Suzuki et al., 2010). Sin embargo,
no es capaz de secretar ninguno de los azlcares que produce. Es por ello que esta cepa ha sido
modificada genéticamente para mejorar la producciéon de glucosa y fructosa, asi como para que
sea capaz de transportar estos azucares al exterior de la célula. En la Figura 2-2 se muestra un
esquema de las principales modificaciones realizadas en Se7942 para la produccién de azucares.
Niederholtmeyer et al. modificaron genéticamente a Se7942 con los genes invA (invertasa) y glf
(transportador de fructosa) de Zymomonas mobilis. Tras 5 dias de cultivo consiguieron una
produccién de 45 mg/L de una mezcla de fructosa y glucosa (Niederholtmeyer et al., 2010). Mas
recientemente, (Ducat et al., 2012) clonaron en Se7942 el transportador de sacarosa, cscB, de
E. coli, y delecionaron ademas los genes invA y glgC en esta cepa. Estos genes codifican para la
invertasay la glucégeno sintasa, respectivamente. De esta manera consiguieron una produccion
de 3 g/L de sacarosa tras 7 dias de cultivo. Recientemente, (Duan et al., 2016) sobreexpresaron
conjuntamente en Se7942 el gen cscB de E. coliy el gen sps propio de Se7942, consiguiendo una

produccién de 1.5 g/L de sacarosa tras 7 dias de cultivo.

s )

Calvin

SPS
Sacarosa 4? Glucosa +> Glucdgeno

AGP
INV

Glucosa + Fructosa
% <s_|f|'=1I /

Glucosa + Fructosa

Figura 2-2. Esquema de las modificaciones realizadas en Se7942 para la produccién de azucares. La glucosa es
obtenida como producto en el ciclo de Calvin, el cual es realizado gracias a la presencia de CO, y luz solar. Esta glucosa
es transformada por SPS y SPP en sacarosa. La sacarosa es hidrolizada por INV en glucosa y fructosa, posteriormente
transportados por GLF al exterior de la célula. La producciéon de glucosa puede mejorarse con la delecidon de AGP que
impide el uso de la sacarosa para la produccién de glucégeno. En rojo, se representan aquellas dianas que han sido
objeto de eliminacién; en azul, aquellos genes involucrados en la sintesis de azlcares y cuya expresién no se ha
modificado; en verde, aquellas dianas que han sido objeto de sobreexpresion; con una cruz roja, aquellas dianas que
han sido delecionadas. AGP, ADP glucosa pirofosforilasa (gen glgC); SPS, sacarosa-fosfato sintasa; SPP, sacarosa-
fosfato fosfatasa; INV, invertasa (gen invA); GLF, transportador facilitador de glucosa (genes glf o cscB).

2.1.2.2.3. Bioproduccion de acidos organicos en Se7942

El principal acido organico que se ha producido en Se7942 es el D-lactato. Este acido es

una forma isomérica del lactato y es usado como materia prima para la sintesis de bioplasticos
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que tienen infinidad de aplicaciones comerciales (Li et al., 2013). También es utilizado para la
produccién de cosméticos, perfumes, revestimientos, adhesivos y tinta para impresién (Abdel-

Rahman et al.,, 2011; Zhang et al., 2010).

En la sintesis de lactato, el piruvato procedente del ciclo de Calvin es transformado a
lactato por la accion de la lactato deshidrogenasa (LDH) y éste es secretado al exterior de la
célula por accidn de transportadores de lactato (LLD) (Figura 2-3). Cabe destacar que Se7942 no
posee ninguna de estas enzimas, por tanto, la produccién de D-lactato requiere la expresion
heterdloga de estas proteinas. (Niederholtmeyer et al., 2010) fueron los primeros en modificar
Se7942 para la produccién de D-lactato. Para ello, sobreexpresaron los genes IdhA y IldP de E.
coli consiguiendo una produccidn final de 55 mg/L de D-lactato en 4 dias. Mas recientemente,
(Li et al., 2015) consiguieron producir 829 mg/L de D-lactato en 10 dias, mediante la expresion
de la lactato deshidrogenasa LdhD modificada de Lactobacillus bulgaricus y la sobreexpresion

del transportador de lactato LIdP de E. coli.

/
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Figura 2-3. Esquema representativo de las modificaciones realizadas en Se7942 para la produccién de lactato. El
piruvato necesario para la sintesis de lactato es obtenido del ciclo de Calvin. Este piruvato es transformado por LDH
en lactato. Este lactato es secretado al medio a través de LLD. En verde se representan aquellas dianas que han sido
objeto de sobreexpresidn para producir lactato. LDH, lactato deshidrogenasa (genes IdhA o IdhD); LLD, transportador
de lactato (gen /ldP).

2.1.2.2.4. Bioproduccion de hidrégeno en Se7942

El hidrégeno molecular es uno de los potenciales futuros recursos energéticos como
alternativa a los combustibles fésiles que existen actualmente. Sus principales ventajas como
combustible son numerosas: es ecoldgico, eficiente, renovable y durante su produccién y uso
no se genera diéxido de carbono, aunque si pequeiias cantidades de 6xidos de nitrégeno (NOy)
(Dutta et al., 2005). Por estos motivos se ha modificado Se7942 para mejorar la produccion
fotobioldgica de hidrégeno. Para ello, (Ducat et al., 2011a) expresaron la hidrogenasa, HydA de
Clostridium acetobutylicum en esta cianobacteria no fijadora de nitrégeno. Esta hidrogenasa

cataliza la reaccion reversible 2 H* + 2 e = H,, obteniendo los electrones directamente de la
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ferredoxina. Con esta simple modificacidon se consigue un aumento de mas de 500 veces la

produccién de hidréogeno frente a la cianobacteria silvestre.

2.1.2.2.5. Bioproduccion de acidos grasos en Se7942

La produccion de 4cidos grasos en cianobacterias, especialmente en Se7942, aparece

descrita en el apartado 2.3.2 de esta tesis.

2.1.2.2.6. Otros compuestos de interés biotecnoldgico

La principal olefina con interés biotecnoldgico que se ha sintetizado en Se7942 es el
etileno. Las olefinas, cominmente denominadas alquenos, son compuestos quimicos que
contienen por lo menos un doble enlace carbono-carbono. Este compuesto es un material bruto
critico en los procesos industriales, ya que a partir de él se producen varios productos
petroquimicos. La fabricaciéon de este compuesto lleva asociado un gran coste energético, asi
como una alta produccion de CO; (uno de los gases responsables del efecto invernadero) y
requiere petréleo, un recurso finito (Ungerer et al., 2012). Para evitar todo esto, se decidio
utilizar Se7942 como organismo productor de etileno. (Takahama et al., 2003) consiguieron
sintetizar bioetileno fotoautrotéficamente mediante la introduccion del gen efe de
Pseudomonas syringae. Esta enzima EFE (enzima formadora de etileno) cataliza la formacion de
etileno desde 2-oxoglutarato, un intermediario en el ciclo de Krebs. El principal problema es que
la cepa productora presentaba problemas de crecimiento y tenia un fenotipo verde-amarillo,
producido por el estrés metabdlico del consumo del 2-oxoglutarato y de la liberacién del
carbono como etileno. Mas recientemente, (Jindou et al., 2014) modificaron genéticamente un
complejo enzimatico formador de etileno del tomate usando cohesinas-doquerinas de las
bacterias Clostridium thermocellum y Acetivibrio cellulolyticus. Este complejo fue introducido en
Se7942 mejorando la produccidn de etileno y disminuyendo los efectos nocivos causados por

dicha produccidn.

Otro compuesto de interés sintetizado en Se7942 ha sido la dihidroxiacetona (DHA),
usada frecuentemente en sintesis organica en las industrias cosméticas (da Silva et al., 2009).

(Wang et al., 2015) han modificado a Se7942 para que produzca DHA a partir de glicerol usando
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la GDH (Glicerol deshidrogenasa) de Klebsiella pneumoniae, consiguiendo una produccién de

78,6 mg/L en 16 dias de cultivo.
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2.2. Evolucidn experimental

La evolucidn experimental es una estrategia de investigacién que ofrece la oportunidad
de estudiar procesos evolutivos de forma experimental a tiempo real. En otras palabras,
podriamos definir la evolucidn experimental como el estudio de los cambios evolutivos en
poblaciones experimentales como consecuencia de las condiciones impuestas por el

investigador (Kawecki et al., 2012).

La esencia del experimento de evolucidon es conceptualmente simple. Durante decenas,
centenas o incluso miles de generaciones, una poblacién es expuesta a una nueva condicién
medioambiental. Al mismo tiempo, la misma poblacién es mantenida en las condiciones
medioambientales ancestrales, de tal manera que actian como control del experimento.
Normalmente, solo se cambia una variable medioambiental para mantener el experimento tan
simple como sea posible. Sin embargo, es factible cambiar varios factores ambientales
simultdneamente (Garland and Rose, 2009). El cambio en el entorno medioambiental podria
causar tanto cambios a nivel genotipico, como a nivel fenotipico, como a ambos niveles (Barrick
and Lenski, 2013). Mas concretamente, podria decirse que las nuevas condiciones
medioambientales experimentales proporcionan nuevas condiciones selectivas y, por
consiguiente, promueven la evolucidon. Nuevas variantes genéticas (producidas mediante
recombinacion, mutacién u otros procesos) pueden ser una ventaja o una desventaja en las
condiciones alteradas, produciendo una reproduccién diferencial y un incremento de los

genotipos mds favorecidos (Garland and Rose, 2009).

Si bien es cierto que el cientifico controla las condiciones ambientales, no por ello impone
directamente la seleccién, ya que esta ocurre de forma natural (Buckling et al., 2009). Entre las
principales condiciones definidas por el investigador, las mas ampliamente ensayadas han sido
cambios en factores particulares, como la temperatura (Bennett and Lenski, 1993), la nutricion
(Kolss et al., 2009), otros factores estresantes (Dhar et al., 2011), presencia de parasitos (Zbinden

et al., 2008) o competiciones (Santos, 1997; terHorst, 2011).

A lo largo de la historia, un amplio rango de organismos han sido estudiados con este fin,
incluyendo nematodos, moscas de la fruta y ratones, pero los organismos mas faciles y mas
productivos para trabajar son los microorganismos, fundamentalmente bacterias, levaduras y

virus (Buckling et al., 2009).
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Cabe destacar que la evolucidon experimental ha sido usada en varias ramas de la medicina
y la tecnologia. Durante décadas, ha sido el método elegido para el desarrollo de vacunas
atenuadas contra enfermedades causadas por virus y bacterias, como la polio, la tuberculosis,
la fiebre amarilla, el sarampidn, las paperas y la rubeola. Por consiguiente, la evolucidon
experimental ha contribuido a salvar millones de vidas humanas (Kawecki et al., 2012). Mas
recientemente, la evolucién experimental combinada con la secuenciacién gendmica y el mapeo
genético han sido utilizadas para identificar mutaciones que confieren resistencia a
medicamentos contra patdgenos, antes incluso de que las mutaciones aparecieran en la
naturaleza (Hunt et al., 2010). Por otro lado, la evolucidn experimental también ha tenido un
alto potencial en otras areas de la biotecnologia. Por ejemplo, en el drea de los agentes
bioldgicos para control de plagas, ha sido utilizados para desarrollar cepas de microorganismos
(Kolodny-Hirsch, 1997 ) y metazoos (Dion et al., 2011) mas virulentos frente a patdgenos de
plantas. La evolucidn experimental también ha sido usada para producir biocatalizadores y
agentes de biocontrol con otras propiedades deseables, como alta resistencia térmica (de Crecy
et al., 2009). Ademads, esta metodologia puede ayudar a entender los procesos evolutivos
producidos por especies invasoras (Lee et al., 2007), asi como dar lugar a rescates evolutivos de
poblaciones locales en extincién (Bell and Gonzalez, 2011). Ademas, los estudios de evolucion
experimental podrian arrojar luz en escenarios de respuestas bidticas al cambio global, como
pueden ser las respuestas evolutivas de las algas a niveles elevados de CO, (Collins et al., 2006).
Desde una perspectiva con aplicacidn en ingenieria, la evolucién experimental ha sido usada
como complemento o suplemento a los métodos de ingenieria cldsica para generar, por
ejemplo, organismos que produzcan biocombustibles (Wallace-Salinas and Gorwa-Grauslund,

2013).

Actualmente, se esta trabajando en la mejora de los disefios de los experimentos de
evolucidn. Por una parte, han comenzado a utilizarse simulaciones por ordenador que pueden
ser usadas como una herramienta util para el disefio experimental en combinacién con la
evolucidn experimental, como la estimaciéon del poder de la seleccidon artificial en los
experimentos (Kessner and Novembre, 2015). Los experimentos de evolucion requieren una
sustancial inversion de tiempo y una labor de mantenimiento de las poblaciones, por ello se
estan disefiando sistemas automaticos para el cultivo y mantenimiento de estas poblaciones

(Horinouchi et al., 2014; Winkler and Kao, 2014).

Como toda metodologia experimental, la evolucién experimental tiene sus limitaciones.
En primer lugar, llevar a cabo a experimentos de evolucidn bajo un ambiente controlado puede

que conduzca a la simplificacidn de las condiciones encontradas en la naturaleza, que a menudo
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son mas complejas. En segundo lugar, para observar las respuestas a la seleccién en un periodo
de tiempo determinado, suelen utilizarse condiciones extremas para facilitar los procesos
evolutivos, lo que puede dar lugar a patrones fenotipicos y genotipicos no observados en la
naturaleza. Adicionalmente, los organismos modelo se han restringido a aquellos que tienen
tiempos de generacidn rapidos en los experimentos que empiezan con poblaciones clonales,
porque si no las mutaciones no ocurririan tan deprisa como para proporcionar el material para
la seleccién. Esto podria ser remediado, en parte, mediante la utilizacién de métodos que
aumentan la variaciéon genética dentro de las poblaciones (por ejemplo, introduciendo
mecanismos deficientes de reparacion de ADN). A pesar de estas limitaciones, los experimentos
de evolucién han contribuido significativamente en areas de estudio de ecologia y evolucion

(Hoang et al., 2016).

2.2.1. Evolucion experimental en microorganismos

Los microbios fueron ignorados en gran medida por los bidlogos evolutivos durante
muchas décadas (Adams and Rosenzweig, 2014). Con el tiempo, sin embargo, su utilidad para
los experimentos de evolucion fue mas evidente. El afio 1950 se publica el primer articulo en el

que describen la evolucion de poblaciones bacterianas (Novick and Szilard, 1950).

Los experimentos de evolucidén en los que se utilizan microorganismos ofrecen
incomparables oportunidades para evaluar la evolucidn de nuevas cualidades (Beaumont et al.,
2009; Elena and Lenski, 2003). Los microorganismos que han sido usados en experimentos de
evolucién incluyen muchas bacterias y virus, asi como algas unicelulares y hongos (Dragosits and

Mattanovich, 2013; Kawecki et al., 2012).

Dentro de las caracteristicas que hacen a estos organismos dptimos para este tipo de
experimento destacan sus cortos tiempos de generacidon y los grandes tamafios de las
poblaciones que ocupan pequefios espacios, que favorecen una rapida evolucion (Kawecki et
al.,, 2012). También destaca la facilidad con la que los ambientes pueden ser controlados y
manipulados. Otra importante particularidad es que la mayoria de los microbios pueden ser
almacenados congelados en un estado de no-evolucidn y posteriormente ser revividos. Esta
propiedad permite la comparacién directa de organismos de diferentes generaciones, por
competicion del genotipo ancestral frente al evolucionado para medir el “fitness” relativo,

incluso frente a las formas intermedias (Dykhuizen and Hartl, 1983; Lenski et al., 1991). De
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hecho, realizando ensayos simultdneos con organismos procedentes de diferentes
generaciones, se consigue minimizar los efectos de fluctuaciones incontroladas que pueden
confundir la interpretacion de la recopilacion de datos a diferentes tiempos (Kawecki et al.,
2012). También pueden realizarse repeticiones donde la evolucidon es reiniciada desde
generaciones intermedias para probar si un resultado de interés, como el origen de una nueva
funcién, tuvo su origen en cambios tempranos (Blount et al., 2008; Meyer et al., 2012; Woods
et al.,, 2011). Cabe destacar que muchos microorganismos tienen genomas relativamente
simples y bien estudiados, permitiendo tanto la manipulacién genética como la identificacidn de
dianas genéticas mediante seleccion (Buckling et al., 2009). Por otro lado, muchos microbios
presentan una reproduccion asexual, dando lugar a individuos genéticamente iguales, lo que
mejora la precisién de las réplicas experimentales (Elena and Lenski, 2003; Gerrish and Lenski,

1998).

Si comparamos los experimentos de evolucidn usando microorganismos frente a
organismos pluricelulares, existen diferencias en varios sentidos. La mayoria de experimentos
con microorganismos comienzan con un solo clon y depende de nuevas mutaciones para
generar variaciones. La evoluciéon a menudo tiene lugar por barridos selectivos consecutivos,
aunque también pueden ser importantes las interacciones dependientes de frecuencia, asi
como lainterferencia clonal (Rozen et al., 2009; Treves et al., 1998). Por el contrario, la evolucion
experimental utilizando organismos no microscépicos es causada normalmente por variaciones
genéticas ya presentes en la poblacion inicial, y los alelos son, con frecuencia, recombinados

mediante sexo (Barrick and Lenski, 2013).

Cabe destacar, que muchos microorganismos son de gran importancia para los humanos,
no solo como patdgenos sino por sus numerosos efectos en ecosistemas esenciales. Por ello, es
crucial entender los mecanismos y las dinamicas de la evolucién microbiana (Elena and Lenski,

2003).

2.2.1.1. Evolucion experimental en Escherichia coli

El experimento mds conocido desarrollado hasta el momento en bacterias
(concretamente en Escherichia coli) es el realizado por el cientifico norteamericano Richard
Lenski. Este experimento conocido por sus siglas en inglés “LTEE” (“Long-Term Experimental
Evolution”; http://myxo.css.msu.edu/index.html), fue iniciado el 15 de Febrero de 1988 y

continlda hasta el momento (55.000 generaciones). El disefio experimental es relativamente
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sencillo, ya que consiste en el crecimiento continuado de 12 poblaciones de la bacteria
Escherichia coli B en matraces idénticos conteniendo medio minimo Davis suplementado con
glucosa 25 mg/L como Unica fuente de carbono (DM25). Estos matraces son incubados a 37 °C

y 120 rpm.

Estas poblaciones iniciales eran idénticamente iguales, excepto en un marcador neutral
que distinguia seis lineas de las otras seis: la capacidad/incapacidad de crecer en arabinosa (Ara).
Por tanto, 6 lineas eran Ara-, incapaces de crecer en L-arabinosa y su color era rojo cuando
crecian en arabinosa tetrazolio (AT; medio compuesto por agar convencional, rico en arabinosa,
con un colorante llamado tetrazolio). Estas lineas fueron designadas como Ara-1, Ara-2, Ara-3,
Ara-4, Ara-5y Ara-6. Por otro lado, utilizé 6 lineas Ara+, que se obtuvieron a partir de un mutante
aislado por crecimiento de 10° células en medio minimo agar con arabinosa. Estas colonias
aparecian de color blanco cuando crecian en medio AT. Estas otras seis lineas fueron designadas
como Ara+1, Ara+2, Ara+3, Ara+4, Ara+5 y Ara+6. La diferencia de color entre las colonias
permitia el recuento de las mismas cuando se mezclaban los cultivos en placas (Blount et al.,

2008).

Cada dia, un 1 % de cada poblacién era transferido a un matraz con medio fresco. Para E.
coli B, este era un nuevo ambiente al cual estaba pobremente adaptado. En cada ciclo de 24 h
de crecimiento habian transcurrido 6,6 generaciones. Después de cada 100 generaciones se
tomaba una muestra de cada poblacidn para congelar junto a la cepa ancestral E. coli B. Un

esquema del experimento se representa en la Figura 2-4.

6 Ara-
L W A
Repetir transferencias de
Poblaciones Transferencia a las muestras de cada linea
enéticamente L L J L J :
g euales = un tubo nuevo cada 100 generaciones
| & J v o
L W == ﬁ i ﬁ D ﬁ
| | / - /
\ A A
LU W
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durante 24h  durante 24h durante 24h

Figura 2-4. Esquema del experimento de evolucion “LTEE” realizado por Richard Lenski. Este experimento de
evolucion parte de 12 poblaciones de E. coli idénticas, diferenciandose 6 de ellas respecto a las otras 6 en una
mutacién Ara. Estos cultivos se crecian durante 24 horas, después de las cuales eran transferidos a medio fresco. El
experimento continuaba hasta que los cultivos alcanzaban las 100 generaciones, que ademas de seguir creciéndose,
se congelaban muestras. Modificada de (Buckling et al., 2009).
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Dado que estas 12 poblaciones eran inicialmente genéticamente idénticas, salvo en el
marcado neutral Ara, el Unico recurso de seleccién natural que podia actuar era la mutacion de
novo. La adaptacién de cada poblacién al ambiente fue ensayada directamente por competicidn
directa entre la cepa evolucionada frente a la cepa ancestral en ensayos realizados bajos las
mismas condiciones de crecimiento del experimento. Para ello, se crecieron individualmente
muestras de las poblaciones ancestrales y evolucionadas. Se tomé una pequefia cantidad de
células de cada poblacién y se mezclaron en proporcion 1:1 en el mismo tubo y se realizé el
ensayo de competicién durante 24 h. Pasado ese tiempo, se tomaron muestras de la mezcla y
se crecieron en medio sélido AT (descrito previamente) que permite distinguir las células de las
poblaciones evolucionadas y de la ancestral en base al color que presentaban. La proporcion
entre ambas células fue utilizada para calcular el “fitness” de las lineas evolucionadas respecto

al ancestro.

Para entender qué es el “fitness” y qué importancia tiene en los experimentos de
evolucion, se describe a continuacidon como se calcula dicho parametro. El “fitness” de un
organismo evolucionado es generalmente expresado en comparacién con su ancestro. El
“fitness” relativo se mide en un ensayo de competicién entre el organismo ancestral y los
organismos evolucionados. A menos que se diga lo contrario, los ensayos de competicion se
realizan en las mismas condiciones en las que se lleva a cabo el ensayo de evolucion
propiamente dicho (Buckling et al., 2009). En el experimento de evolucion de Lenski los ensayos
de competicidn se realizan como se describe a continuacidon, un procedimiento similar al usado
con otros microorganismos. Los dos competidores se crecieron separadamente en el ambiente
de competicién para asegurarse que ambos estaban aclimatados a las condiciones del ensayo.
A continuacidn, se mezclaron (normalmente en ratios 1:1) y se diluyeron (100 veces en este
caso) en el ambiente de competicién. Las densidades iniciales a tiempo 0 (t = 0) fueron estimadas
diluyendo y sembrando las células en el medio AT que distingue las células de la linea
evolucionada y ancestral por el color (descrito previamente). Después de un dia (t = 1)
(corresponde al ciclo de transferencia serial en el experimento de evolucion), se calculaba el
numero de células plaquedndolas, como antes, en el medio con el indicador de color. Un
esquema del proceso se representa en la Figura 2-5 (Bennett et al., 1990; Elena and Lenski,

2003).
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Figura 2-5. Esquema representativo del experimento para medir el “fitness”. Las células de las cepas ancestral y
evolucionada se mezclan en un ratio 1:1. Se plaquea a tiempo 0 la mezcla del cultivo. Se deja crecer 24 horas mas a
37 °C (t=1) y se plaquea. El nimero de células obtenidas a tiempo 0y 1 nos va a permitir calcular el “fitness”, usando
la Ecuacion 2-1. Modificado de (Elena and Lenski, 2003).

La tasa de crecimiento de cada competidor es calculada como el logaritmo en base 2 del
ratio entre la densidad final y la inicial (ajustada al factor de dilucidon usado en el plaqueo)
(Ecuacion 2-1). Por tanto, podemos definir el “fitness” relativo como la proporcién de las tasas

de crecimiento de la linea evolucionada y ancestral.

Ecuacion 2-1. Ecuacion para el calculo del “fitness”. El “fitness” (W) se calcula como la division del logaritmo en base
2 del cociente entre el nimero de células de la cepa evolucionada (Nevolucionada) @ tiempo 1y 0, entre el logaritmo en
base 2 del cociente entre el nimero de células de la cepa ancestral (Nancestral) @ tiempo 1y 0. Si el valor de W es igual
a 1, indica que ambas cepas son iguales en cuanto a “fitness” en esas condiciones, es decir, la cepa evolucionada ni
ha mejorado ni ha empeorado. Si el valor es menor o mayor que 1, indica que la cepa evolucionada ha empeorado o
mejorado su “fitness” frente a la cepa ancestral, respectivamente. Tomada de (Bennett et al., 1990).

log Nevolucionada (t = 1)
W = z Neyolucionada (t = 0)

Nancestral(t = 1)
Nancestral (t=0)

log;

En el afio 1994, se publicaron los resultados de experimentos de evolucidn de las primeras
10,000 generaciones. Estos resultados demostraron que el “fitness” relativo de las 12
poblaciones experimentales habia aumentado aproximadamente un 40 %, pero que la mayor
parte de ese aumento habia tenido lugar en las primeras 2.000 generaciones de evolucion.

También se observd que el tamafio celular casi se habia duplicado durante 10.000 generaciones,
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siguiendo una trayectoria similar al “fitness”, con un aumento mas rapido durante las 2.000
generaciones. De manera importante, las trayectorias evolutivas del “fitness” y del tamafio
celular, y la relacidon entre ambos, fue sutilmente diferente entre las poblaciones iniciales,
sugiriendo que el azar y la contingencia, asi como la seleccién natural, tuvieron papeles

importantes en la evolucién de estas poblaciones.

A lo largo de los 28 aios que lleva realizandose el experimento de evolucién en E. coli, se
han estudiado muchas caracteristicas en estas cepas evolucionadas (Lang and Desai, 2014). Una
de ellas fue el estudio del tiempo y el modo de la evolucidn genética, es decir, qué mutaciones
surgieron en estas cepas y en qué momento aparecieron. Para ello, secuenciaron los genomas
de clones de E. coli de diferentes generaciones y los compararon con la secuencia de la cepa
ancestral con el fin de identificar las mutaciones en los clones evolucionados. El estudio de las
mutaciones a lo largo de las diferentes generaciones mostré que existia una discordancia entre
el grado de cambios gendmicos y la mejora en el “fitness”. En otras palabras, aunque la
adaptacion frena rdpidamente, la evolucion genética permanece casi constante durante 20.000
generaciones (Barrick et al., 2009). También se llevé a cabo un estudio sobre los sistemas de
control genético del superenrollamiento para ver si habian cambiado durante el experimento
de evolucidn. Se observaron cambios paralelos en la topologia del ADN en las diferentes
poblaciones, donde el nivel de superenrollamiento aumentaba, normalmente en las primeras
2.000 generaciones. Se descubrieron dos mutaciones en los genes topA y fis que controlan el
superenrollamiento, que resultaron beneficiosas en los ensayos de competicion. Estos
experimentos indican que el control del superenrollamiento del ADN puede ser una diana clave
en las poblaciones de bacterias evolucionadas (Crozat et al., 2005). Durante el experimento de
evolucidn, surgié una poblacién con una caracteristica emergente muy importante: la capacidad
de usar citrato como fuente de energia. La aparicion de mutantes espontaneos que usen citrato
(Cit+) es extraordinariamente rara, y tuvo lugar aproximadamente en la generacién 33.000
(Blount et al., 2008). Para estimar el origen de este caracter Cit+ se analizaron y secuenciaron
miles de clones de diferentes generaciones. Se descubrié entonces, que el origen de esta nueva
funcién radica en la duplicacidn en tdndem de parte del operdn del citrato aguas abajo de un
promotor expresado aerdbicamente, permitiendo asi la expresiéon de un transportador de
citrato previamente silenciado (Blount et al., 2012). Otro rasgo que surgié en las poblaciones
evolucionadas en la generacién 45.000 fue un cambio en la susceptibilidad a la infeccién por
fagos. Por un lado, seis lineas evolucionadas tanto Ara+ como Ara-, presentaron susceptibilidad
a la infeccién por el fago T6, mientras que la mayoria de ellas presentaron resistencia a la

infeccion por el fago A (Meyer et al.,, 2010). La resistencia al fago A surge como un efecto
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pleiotrépico de una mutacién beneficiosa que desregula una via metabdlica no usada. El efecto
opuesto puede atribuirse a la pérdida de la resistencia al fago T6. Mientras que la resistencia a
este fago estd causada por una Unica mutacidon presente en el gen tsx, la pérdida de esta
resistencia estaria causada por la pérdida de dicha mutacién. Es por ello, que dicha pérdida
podria mejorar probablemente el coste de esta resistencia (Meyer et al., 2010; Meyer et al.,,

2012).

2.2.1.2. Evolucion experimental en otros microorganismos

Tras el éxito del experimento de evolucion iniciado por Lenski usando E. coli como
organismo modelo, otros investigadores decidieron realizar experimentos similares en otros
microorganismos. A continuacion, se describen otros ejemplos de experimentos de evolucién
realizados en otros microorganismos, asi como los resultados mds destacados obtenidos a lo

largo de dichos ensayos.

(Rainey and Travisano, 1998) llevaron a cabo un experimento utilizando a Pseudomonas
fluorescens en dos ambientes diferentes, uno con y otro sin heterogeneidad espacial. El
ambiente heterogéneo venia determinado por el cambio en la composicién del medio de cultivo
cuando no existia agitacion. En este nicho, los microorganismos iniciaron una competicion
adaptativa en busqueda de oxigeno. Después de varios dias creciendo, las bacterias procedentes
del medio homogéneo y heterogéneo fueron plagueadas en medio sélido, con el fin de analizar
la morfologia de las colonias en cada una de las condiciones de crecimiento. Las colonias
creciendo en presencia de heterogeneidad espacial dieron lugar a un rango diverso de
morfologia (Figura 2-6, A), mientras que las colonias que crecieron en ausencia de este no
presentaron dicho fendmeno (Figura 2-6, B). Estas diferencias en los morfotipos de las
diferentes colonias se deben a la diferente posicion que ocupaban en medio liquido durante el

experimento (Spiers et al., 2002).
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A B

Ambiente heterogéneo Ambiente homogéneo

Ny,

Figura 2-6. Esquema del proceso de evolucion adaptativa de Pseudomonas fluorescens en un ambiente
heterogéneo. (A) Morfologia de células creciendo en un ambiente heterogéneo, favorecido por la ausencia de
agitacion. Las diferencias en esta morfologia se deben al lugar que ocupan en el tubo durante el crecimiento, indicado
por el anillo de color amarillo en cada tubo. (B) Morfologia de células creciendo en un ambiente homogéneo,
producido por una agitacion continta. Todas presentan la misma morfologia. Modificado de (Buckling et al., 2009).

(Velicer and Yu, 2003) iniciaron un experimento de evoluciéon con la bacteria social
Myxococcus xanthus, cuyas células son capaces de cooperar en busca de nutrientes y formar
cuerpos fructiferos multicelulares. Este fendmeno conocido como “motilidad-S” requiere la
presencia de un pilus extracelular tipo IV. La cepa ancestral era incapaz de formar este pilus, por
y evoluciond desarrollando una nueva base mecanica para llevar a cabo esta cooperacién. Esto
trajo como consecuencia la aparicién nuevas morfologias en las colonias, favorecida, en parte,
por la mejora en la produccion de una matriz de fibras extracelulares que unia las células. En la
Figura 2-7 se muestran las morfologias de varias cepas evolucionadas, asi como de la cepa

ancestral y la cepa silvestre.

Figura 2-7. Morfologia de las colonias de la bacteria Myxococcus xanthus. Cepa ancestral que carece de motilidad
(A); cepa silvestre (WT) y evolucionadas (E) ambas poseen la capacidad de realizar motilidad. Modificado de (Velicer
and Yu, 2003).
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2.2.1.3. Evolucion experimental en cianobacterias

Pocos estudios existen sobre evolucién experimental en cianobacterias, sin embargo, en

los Ultimos cuatro afios ha aumentado ampliamente el nimero de publicaciones en esta area.

Dos experimentos de evolucidn se han llevado a cabo en Synechocystis sp. PCC 6803 (a
partir de aqui, Ss6803), una de las cianobacterias modelo mas ampliamente utilizada. En el
primero de ellos, (Hosoda et al., 2014) llevaron a cabo un experimento de evolucidn en un medio
rico. Ss6803 es incapaz de crecer en un medio bioquimicamente rico, ya que ciertos aminoacidos
son tdxicos para las células a una concentracién de 1 mM aproximadamente. Estos
investigadores crecieron esta cianobacteria en un medio con 0,1 mM de los aminodcidos toxicos,
luego transfirieron los cultivos seriadamente a medios en los que iban aumentando
gradualmente la concentracion de los aminodcidos hasta llegar a 1 mM. A las 84 generaciones,
las células evolucionadas crecian igual en medio con y sin aminoacidos tdxicos. Sin embargo, a
181 generaciones estas cepas crecian mas rapido en el medio con aminoacidos téxicos. Al
secuenciar estas cepas observaron mutaciones en genes relacionados con las membranas
celulares y los carboxisomas. En el segundo de ellos, (Uchiyama et al., 2015) llevaron a cabo un
experimento de evolucién en Ss6803 para que fuera capaz de crecer en medio acido (pH < 5,75).
Se crecieron las células a pH 6,0 y se fue bajando gradualmente el pH hasta llegar a 5,5 durante
3 meses. Se secuenciaron las cepas obtenidas, identificindose 11 SNPs (polimorfismos de un

solo nucleétido) en las cepas adaptadas a medio acido.
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2.3. Sintesis de acidos grasos

La sintesis de acidos grasos es una de las rutas con mayor prevalencia en los organismos.
En las células eucariotas y procariotas, los acidos grasos son los precursores de una gran variedad
de importantes bloques de construccién como los fosfolipidos, esfingolipidos y esteroles. Con la
modificacién del grado de saturacién de los fosfolipidos en las membranas celulares, la fluidez
de estas estructuras puede ser alterada, lo cual permite una adaptaciéon a los cambios de

temperatura (Janssen and Steinbuchel, 2014).

Debido a la importancia del proceso, la ruta de la biosintesis de acidos grasos estd
altamente conservada entre los diferentes reinos. En la primera etapa, se forma malonil-CoA
por carboxilacion de acetil-CoA consumiéndose ATP. Posteriormente, se intercambia el
coenzima A por una proteina transportadora de grupos acilo (ACP) dando lugar a malonil-ACP.
Estas reacciones forman parte de la etapa de iniciacién de la sintesis de acidos grasos. A
continuacién, comienza la etapa ciclica de elongacién. En la primera vuelta del ciclo, el malonil-
ACP se condensa con acetil-CoA dando lugar a coenzima A y acetoacetil-ACP. Este ultimo es
reducido a butiril-ACP, que entrara en el ciclo otra vez por condensacién con malonil-CoA. La
sintesis de acidos grasos termina cuando se alcanza una cierta longitud en la cadena, y el acil-

ACP es usado para la sintesis de fosfolipidos de membrana (Janssen and Steinbuchel, 2014).

Pese a la similitud existente en la ruta general, la evoluciéon ha dado lugar a diferentes
enzimas y diferentes organizaciones de las mismas. En animales y hongos, todos los pasos en la
biosintesis de acidos grasos son llevados a cabo por sintasas de acidos grasos tipo |, las cuales
forman un complejo proteico multifuncional (Leibundgut et al., 2008). Por otro lado, las sintasas
de acidos grasos de tipo Il predominan en procariotas y en los cloroplastos de plantas, en los
cuales tiene lugar la sintesis de acidos grasos de novo. Las sintasas de acidos grasos de tipo I
consisten en una coleccién de enzimas que no estan organizadas en un solo gen u operdn (White

et al., 2005). Tanto en E. coli como en las cianobacterias, los genes que codifican para estas

enzimas se denominan genes fab (del inglés “fatty acid biosynthesis”).

Las arqueas carecen de lipidos tradicionales basados en acidos grasos, por lo que se creia
gue no poseian sintasas de 4cidos grasos (Kates, 1992). Sin embargo, Lombard et al. publicaron
la existencia de un nuevo tipo de sintasas de acidos grasos ACP independiente, basandose en

alineamientos frente a sintasas tipo Il bacterianas (Lombard et al., 2012).
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2.3.1. Metabolismo de acidos grasos en Escherichia coli

2.3.1.1. Sintesis de acidos grasos en Escherichia coli

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la sintesis de dcidos grasos saturados
comienza con la etapa de iniciacién. La primera reaccién es catalizada por el complejo acetil-CoA
carboxilasa (AccABCD), que se encarga de producir malonil-CoA (Figura 2-8, Reaccion 1). En esta
reaccion, se afiade un grupo HCOs" al acetil-CoA dando lugar a malonil-CoA. En E. coli, cuatro
proteinas forman el complejo AccABCD: biotina carboxilasa, proteina transportadora de carboxi-
biotina, carboxilasa-CoA y carboxil transferasa (Choi-Rhee and Cronan, 2003). La actividad de
este complejo multiproteico es inhibida por acil-ACP con cadenas de entre 6 y 20 dtomos de
carbono. De este modo, se evita una acumulacién de acidos grasos que no son usados para la

sintesis de membranas (Davis and Cronan, 2001).

La segunda reaccién de la etapa de iniciacion es catalizada por la malonil-CoA ACP
transacilasa (MCAT) (Figura 2-8, Reaccidn 2). Esta enzima, FabD, cataliza la transferencia de la
fraccion malonil al ACP, dando lugar a malonil-ACP (Joshi and Wakil, 1971). En E. coli, la delecién
del gen fabD se ha visto que es letal (Verwoert et al., 1994), y la sobrexpresién de dicho gen
tiene como consecuencia la alteracion de la composicién de acidos grasos. Mds concretamente,
la proporcion de acido palmitoleico (C16:1) disminuye, mientras que la proporcion de acido cis-

vaccénico (C18:1n7) aumenta (Magnuson et al., 1992).

A continuacidon comenzaria el ciclo de elongacidn, cuya primera reaccién seria catalizada
por la enzima B-cetoacil sintasa Ill (FabH) (Figura 2-8, Reaccion 3). El malonil-CoA se combina
con una molécula de acetil-CoA en la primera reaccién de condensacién, formando B-cetoacil-
ACP. La sobreexpresion de FabH da lugar a un aumento de acidos grasos de cadena corta, C14 y
C16 (Tsay et al., 1992). La delecidn de este gen conduce a un aumento de los niveles de acidos
grasos C18, pero tiene un efecto negativo sobre el crecimiento y disminuye el tamafio de las

células (Yao et al., 2012).

Tras la reacciéon de condensacién, el B-cetoacil-ACP es reducido a B-hidroxiacil-ACP
usando NADPH (Toomey and Wakil, 1966). Esta reaccion reversible es catalizada por la B-
cetoacil-ACP reductasa (FabG) (Figura 2-8, Reaccidn 4). A continuacién, el B-hidroxiacil-ACP es
deshidratado por las B-hidroxiacil-ACP deshidratasas (FabA/FabZ) dando lugar a enoil-ACP

(Figura 2-8, Reaccidén 5) (Heath and Rock, 1996). La siguiente reaccion es catalizada por Fabl,
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una enoil-ACP reductasa que reduce el enoil-ACP a acil-ACP a expensas de NADPH o NADH
(Figura 2-8, Reaccidn 6) (Bergler et al., 1996).

En la primera ronda descrita anteriormente, el acetil-CoA representa el inicio del ciclo. En
este punto el ciclo comienza otra vez con la reaccién de condensacién del acil-ACP con otro
malonil-CoA. En este caso la reaccién es catalizada por cualquiera de las B-oxoacil sintasas | o Il
(FabB o FabF) (Figura 2-8, Reaccion 7) (Edwards et al., 1997). La delecién del gen fabF da lugar
a un mutante sensible a temperatura (Garwin et al., 1980), mientras que la sobreexpresiéon es
letal (Subrahmanyam and Cronan, 1998). Por otro lado, la delecién del gen fabB da lugar a un
mutante auxoétrofo para acidos grasos insaturados (Cronan et al., 1969) y la sobreexpresion de

este gen incrementa el porcentaje de C18:1n-7 (Clark et al., 1983).
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Figura 2-8. Ruta de sintesis de acidos grasos saturados en E. coli. Las reacciones 1y 2 de esta ruta estan englobadas
en la etapa de iniciacién. El resto de reacciones pertenecen a la fase ciclica de elongacion. ACC, acetil-CoA carboxilasa;
FabD, malonil-CoA ACP transacilasa; FabH, B-cetoacil-ACP sintasa Il; FabB, B-cetoacil-ACP sintasa I; FabF, B-cetaocil-
ACP sintasa |l; FabG, B-cetoacil-ACP reductasa; FabA/FabZ, C; Fabl, enoil acil-ACP reductasa. Tomada de (Chan and
Vogel, 2010).

La ruta descrita anteriormente detalla la produccidn de acidos grasos saturados. En la
Figura 2-9, se muestra un esquema de la sintesis de acidos grasos insaturados en E. coli, el cual
es ligeramente diferente al de sintesis de dacidos grasos saturados. El primer paso en la
produccién de dacidos grasos saturados es catalizado por FabA, que cataliza tanto una
deshidrataciéon como una reaccidn de isomerizaciéon. La funcidn de isomerizaciéon es

exclusivamente realizada sobre sustratos de 10 atomos de carbono (B-hidroxidecanoil-ACP).
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FabA convierte esta molécula en trans-2-decenoil-ACP y posteriormente isomeriza este
intermediario a cis-3-decenoil-ACP. A continuacion, FabB cataliza la reaccion de condensacion
de este cis-3-decenoil-ACP con otro malonil-ACP, introduciéndose los dos grupos carbono cerca
del grupo carbonilo. Seguidamente, tienen lugar tres o cuatro ciclos de elongacién, tal y como
tienen lugar en la ruta de sintesis de acidos grasos saturados, para dar lugar a cis-9-palmitoleil-

ACP (C16:1n7) y cis-11-vaccenoil-ACP (C18:1n7), respectivamente.

H OHO

B-hidroxidecanoil-ACP Ao~ A e

Deshidratacién por FabA
H40

0
"
A /L"ACP
trans-2-decencil-ACP ~ /\v/\)_,ﬂ/

[[ Isomerizacion por FabA

,\ P ACP
cis-3-decenoil-ACP <~ «“ﬁH\g“

Sintesis acidos grasos saturados

——— T

cis-9-palmitoleil-ACP
l Sintesis acidos grasos saturados

cis-11-vaccenoil-ACP

Figura 2-9. Ruta de sintesis de acidos grasos insaturados en E. coli. FabA no solo puede reducir el precursor B-
hidroxidecanoil-ACP, sino que también isomeriza el doble enlace desde el trans-2-decenoil-ACP a cis-3-decenoil-ACP.
La posterior elongacién de cadena por la accidn de otras sintasas de acidos grasos da lugar a la formacién de C16:1y
C18:1.

2.3.1.2. Degradacidn de acidos grasos en Escherichia coli

Las enzimas que participan en esta ruta de degradacidn pertenecen a la familia de genes
fad (“fatty acid degradation”). La degradacién de dacidos grasos puede comenzar de dos
maneras, segln la procedencia de estos acidos grasos. En el caso de que los acidos grasos
provengan del medio externo, (Figura 2-10, Paso 1), primero tienen que atravesar la membrana
externa por accidn de un transportador de la familia FadL. El acido graso se une al transportador
y por un cambio conformacional, el poro se abre y los acidos grasos difunden al periplasma
(Lepore et al., 2011). El transporte del periplasma al citosol lo lleva a cabo FabD y esta acoplado
a la formacién de una molécula de acil-CoA a expensas de ATP (Weimar et al., 2002). Si éstos
proceden de la ruta de sintesis de acidos grasos, se encuentran en forma de acil-ACP en el
citoplasma (Figura 2-10, Paso 2). El grupo ACP es disociado de la molécula acil por la accién de
una tioesterasa (TesA), obteniéndose asi una molécula de acido graso libre y consumiéndose

una molécula de agua. A continuacion, actia la proteina FadD, que, como en el caso anterior,
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produce también una molécula de acil-CoA. El acil-CoA formado en ambos casos es consumido
en la ruta de B-oxidacién, por lo que una delecién del gen fabD daria lugar a una acumulacion

de 4cidos grasos libres en el citosol (Pech-Canul et al., 2011).

La degradacién de las moléculas de acil-CoA continda en un ciclo en el que se realizan los
pasos inversos a los de la ruta de sintesis de acidos grasos, dando lugar a la liberacién de una
molécula de acetil-CoA en cada ciclo. El ciclo comienza con la oxidacién del acil-CoA a enoil-CoA
catalizada por FadE, reduciendo el FAD a FADH2 (Campbell and Cronan, 2002). La enzima FadB
cataliza la hidratacidn de enoil-CoA a B-hidroxiacil-CoA y ademds oxida este intermediario a -
cetoacil-CoA (Yang et al., 1988). FadA cataliza el paso final del ciclo, en el cual se forman un

acetil-CoA y un acil-CoA (reducido en dos atomos de carbono) (Feigenbaum and Schulz, 1975).
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Figura 2-10. Ruta de degradacion de acidos grasos saturados en E. coli. TesA, tioesterasa; Fadl, transportador de
acidos grasos de cadena larga; FadD, acido graso de cadena larga-CoA ligasa; FadE, acil-CoA deshidrogenasa; FadB,
enoil-CoA hidratasa; FadA, acetil-CoA aciltransferasa.

El catabolismo de los acidos grasos insaturados no se conoce en profundidad, pero se cree
que participan, ademds de las proteinas de la degradacidn de &acidos grasos saturados, las
enzimas FadH (2,4-dienoil-CoA reductasa) (Tu et al., 2008) y FadM (tioesterasa Il) (Nie et al.,
2008).
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2.3.2. Metabolismo de acidos grasos en cianobacterias

2.3.2.1. Sintesis de acidos grasos en cianobacterias

Poco se sabe sobre la ruta de sintesis de acidos grasos saturados en cianobacterias, asi
como de las proteinas que participan en ella. Por esta razdn, uno de los objetivos de esta tesis

ha sido el estudio de dichos componentes.

En cianobacterias, asi como en cloroplastos, los acidos grasos son sintetizados utilizando
sintasas de acidos grasos de tipo Il (Froehlich et al., 1990). Como ocurre en el caso de E. coli, la
ruta de sintesis de acidos grasos saturados esta dividida en dos etapas: etapa de iniciacion y
etapa de elongacién. Ademads, habria una etapa adicional para la sintesis de acidos grasos
insaturados a partir de los saturados, la cual seria llevada a cabo por las desaturasas, que seran

tratadas posteriormente en este apartado de la tesis.

En la Tabla 2-2 se muestran las proteinas que participan en la etapa de iniciacién de la
ruta de biosintesis de dacidos grasos en las principales cianobacterias. Para todas las
cianobacterias, excepto para Nostoc sp. PCC 7120, todas las proteinas estan codificadas por un
sola copia del gen. Ademas, en esta cianobacteria la subunidad AccC de la acetil-CoA carboxilasa

también esta codificada por dos genes.

Tabla 2-2. Lista de genes que participan en la etapa de iniciacién de la sintesis de acidos grasos saturados en
cianobacterias.

accABCD* fabD** fabH
Synechococcus zz:zzggg—;ggz
elong7agt:; PCC Synpcc79 42: 1379 Synpcc7942_1456 Synpcc7942_1455
Synpcc7942_1956
SYNPCC7002_A2443
Synechococcus SYNPCC7002_A0052
- 2 _A22 2 2
sp. PCC 7002 SYNPCC7002_A2127 SYNPCC7002_A2259 SYNPCC7002_A0525
SYNPCC7002_A0058
sll0728
Synechocystis sp. slr0435
PCC 6803 <110053 slr2023 slr1511
sll0336
alr5285
Nostoc sp. PCC alls057
7120 alr0939/alr2364 alr0240 alr0239
all2364

Spirulina
platensis NIES-39

*El nimero de acceso de cada gen estd en orden segun la subunidad a la que corresponda. En el caso de haber dos

NIES39_M02550
NIES39_004490
NIES39_003320
NIES39_J05880

NIES39_N01200

NIES39_N01190

copias del mismo gen, aparecen separadas por una barra inclinada.
**En el caso de que haya dos copias del mismo gen, aparecen separadas por una barra inclinada.
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Stapleton et al. aislaron y caracterizaron la proteina malonil-CoA ACP transacilasa (FabD)
de Anabaena variabilis (Stapleton and Jaworski, 1984). Mas recientemente, se ha resuelto la
estructura de la proteina FabD de la cianobacteria Ss6803 (Liu et al., 2013), mostrando un 40 %
de identidad de secuencia con la proteina de E. coli. Por otro lado, (Kuo and Khosla, 2014)
reconstituyeron la sintesis de dcidos grasos de Ss7002 en E. coli, para estudiar en mas detalle
esta ruta y la actividad de las enzimas que participan en ella. En este estudio se demostré que,
aunque las subunidades individuales de los dos sistemas son cualitativamente intercambiables,
son diferentes desde un punto de vista cuantitativo. Mientras que en E. coli |a sintesis de acidos
grasos esta limitada por su deshidratasa FabZ y en menor medida, por su enoil reductasa Fabl,
en Ss7002 el proceso esta limitado por la proteina que inicia la sintesis de acidos grasos, FabH.
(Gu et al., 2016) establecieron que la especificidad de la enzima FabH por sustratos de cadena
media-corta da lugar a una composicion de dacidos grasos en la célula con estas mismas

caracteristicas.

En la Tabla 2-3 se resumen las proteinas que actdan durante la etapa de elongacidn de la
ruta de biosintesis de dcidos grasos saturados en las principales. En ninguna de las cianobacterias
gue aparecen en esta tabla se encontro el gen que codifica para la proteina FabA, y solo en una

de ellas, en Ss7002, aparece el gen fabB.

(Kuo and Khosla, 2014) demuestran, que mientras FabF era esencial para la sintesis de
acidos grasos, FabB era prescindible. En E. coli, FabB tiene un papel importante controlando el
grado de insaturacion de los acidos grasos producidos. En Ss7002, este papel estd controlado
por las desaturasas, por lo que los autores especularon que FabB podria tener un papel adicional
en los organismos de crecimientos rapido, aun sin descubrir. Cabe destacar que de las cinco
cianobacterias analizadas en la Tabla 2-3 solo una de ellas tiene dicha proteina, Ss7002. Por otro
lado, (Moche et al., 2001) consiguieron cristalizar la proteina FabF de Ss6803, la cual muestra

una homologia de secuencia respecto a esta misma de E. coli de un 50 %.

Nanjo et al. desarrollaron un mutante de Ss6803 en el que se eliminé el gen fabl (Nanjo
etal., 2010). La composicidn de acidos grasos de dicho mutante no varid respecto a la de la cepa
silvestre, pero era incapaz de crecer a temperaturas por encima de los 40 °C. Este resultado
demuestra que Fabl es necesario para la aclimatacidén de esta cianobacteria a condiciones de

alta temperatura.
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Tabla 2-3. Lista de genes que participan en la etapa de elongacion de la sintesis de acidos grasos saturados en

cianobacterias.
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2. Introduccion

Tras la produccion de acidos grasos saturados tiene lugar la etapa de insaturacién, en la
que se introducen dobles enlaces en acidos grasos C16 y C18. Mientras que muchas bacterias
solo poseen una ruta anaerdbica para introducir insaturaciones mediante una deshidratasa
(FabA), las cianobacterias tienen desaturasas que disponen de clusteres de hierro-sulfuro y
requieren oxigeno y electrones proporcionados por una proteina donadora de electrones no
caracterizada (Beld et al., 2015). Estas enzimas pertenecen al grupo de las acil-lipido desaturasas
y estdn asociadas a las membranas tilacoides de estos organismos. La funcidn principal de estas
enzimas es convertir un enlace sencillo entre dos carbonos (C-C) en un doble enlace (C=C) en

cadenas de acidos grasos.

Un sistema de clasificacién de cianobacterias en base a su composicién de acidos grasos
fue propuesto por (Kenyon, 1972; Kenyon et al., 1972) y mejorado por (Murata et al., 1992),
determinandose tres grupos. Recientemente, se ha actualizado este sistema de clasificacién
dividiendo a las cianobacterias en cuatro grupos, subdividiendo el grupo 3 en dos subgrupos (Los
and Mironov, 2015). Los organismos del grupo 1 son capaces de introducir un solo doble enlace
en la posicion A9 de los acidos grasos, normalmente acidos grasos C16 o C18. A este grupo
pertenece Se7942. En las cianobacterias del grupo 2, el acido palmitico C16 y el acido estearico
C18 son desaturados en las posiciones A9 y Al2. Pertenece a este grupo Prochlorococcus
marinus. Al grupo 3 pertenecen las cianobacterias capaces de introducir tres dobles enlaces,
subdividiéndose a su vez en dos grupos. Al grupo 3a, pertenecen las cianoabacterias que
introducen estos tres dobles enlaces en las posiciones A9, A12 y A15 y al grupo 3y las que los
introducen en las posiciones A6, A12 y A15, produciendo acido a-linolénico (ALA) y 4acido y-
linolénico, respectivamente. Al grupo 3a pertenecen Ss7002 y Nostoc sp. PCC 7120. AL grupo 3y
pertenece Spirulina platensis NIES-39. Finalmente, en el grupo 4, se encuentran las
cianobacterias capaces de introducir cuatro dobles enlaces en las posiciones A6, A9, A12 y A15.

A este grupo pertenece Ss6803.

El orden en el que actlan estas desaturasas estd estrictamente determinado y se
representa en la Figura 2-11. El primer doble enlace es introducido por la desaturasa A9
convirtiendo el acido estearico en oleico y el acido palmitico en palmitoleico. Esta enzima esta
codificada por el gen desC. La insercion del segundo doble enlace es catalizado por la desaturasa
A12, codificada por el gen desA. El acido oleico pasa a linoleico y el acido palmitoleico a
hexadecadienoico. Sobre el acido linoleico podrian actuar dos desaturasas, A6 o A15, dando
lugar a acido y-linolénico o acido a-linolénico, respectivamente. La A6 desaturasa esta codificada

por el gen desD y la desaturasa A1l5 por el gen desB. Finalmente, se produciria acido
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esteariddnico a partir del 4cido y-linolénico o del acido a-linolénico, por accion de la desaturasa

A15 o A6, respectivamente (Tocher et al., 1998) (Los and Murata, 2004).

/ 6\2’0,/" C16:0 / c1e: 1('“9)‘\ H"""‘\-\ \

P A12
¥~ C16:2(A9,12)

c1s :4(A6,9,12, 15)

\C18:0 €18:3(A6,9, 12)
]
\
AN \C18: 1(.59)

K * _cis: Z(AQ 12)_——-» C18: 3(119 12, 151 il /

Figura 2-11. Esquema de las principales reacciones de desaturacion que tienen lugar en las cianobacterias. A9,
desaturasa A9; A12, desaturasa A12; A15, desaturasa A15; A6, desaturasa A6. C16:0, 4cido palmitico; C16:1(A9), acido
palmitoleico; C16:2(A9,12), acido hexadienoico; C18:0, acido estearico; C18:1(A9), acido oleico; C18:2(A9,12), acido
linoleico; C18:3(A9,12,15), acido a-linolénico; C18:3(A6,9,12), acido y-linolénico; C18:4(A6,9,12,15), acido
esteariddnico.

2.3.2.2. Degradacidn de acidos grasos en cianobacterias

Las enzimas que participan en la degradacién de acidos grasos (B-oxidacion) en E. coli
estan bien caracterizadas, como se ha expuesto en el apartado 2.3.1.2. En cianobacterias se cree
gue no existen homoélogos de estas enzimas, salvo en el caso de FadD, que esta caracterizada en
varias especies de cianobacterias. Sin embargo, segun la base de datos KEGG parece que existen
dos cianobacterias, Cyanothece sp. PCC 7425 y Acaryochloris marina, que contienen enzimas de
esta ruta de B-oxidacidon de acidos grasos. Hasta el momento, ninguna de estas enzimas ha sido
verificada experimentalmente. Por otro lado, Beld et al. realizaron un psi-blast para buscar
homadlogos de estas enzimas en cianobacterias, como Ss6803, no encontrando homaélogos, salvo
FadD (Beld et al., 2015). Estos autores sugirieron que Ss6803 podria utilizar otro mecanismo
alternativo para degradar acidos grasos, ya que son capaces de transportar y degradar acidos
grasos que se encuentran presentes en el medio de cultivo. La funcién de FadD ha sido bien
caracterizada en Se7942 y Ss6803 (Kaczmarzyk and Fulda, 2010), asi como en Ss7002 (Ruffing,
2014).
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2.3.2.3. Modificaciones para mejorar la produccion de acidos grasos

2.3.2.3.1. Modificaciones para mejorar la produccion de acidos grasos en Se7942

La primera modificacion genética llevada a cabo en Se7942 para cambiar el perfil de
acidos grasos, fue la introduccidn del gen desA que codifica para la desaturasa A12. Wada et al.
transformaron Se7942 con el gen desA procedente de Ss6803, clonado en un vector de
sobreexpresidon (Wada et al.,, 1990). El transformante con esta construccién era capaz de
producir acidos grasos C16:2(A9,12) y C18:2(A9,12), un 5y 6 %, respectivamente. Sin embargo,
este vector era inestable, perdiéndose después de varias generaciones y con ello la capacidad
de produccién de este tipo de acidos grasos. Afios mas tarde, Gombos et al. introdujeron este
gen en el cromosoma de Se7942, mejorando asi la estabilidad de la construccién. En este caso
se produjo un 19 % de C16:2(A9,12) y un 2 % de C18:2(A9,12) (Gombos et al., 1997). Sakamoto
et al. introdujeron en el cromosoma de Se7942 ademas del gen desA, el gen desB de Ss6803 que
codifica para la desaturasa A15, consiguiendo asi una produccidn del 5 % de acido a-linolénico

(Sakamoto et al., 1994).

En los dltimos afos, los trabajos de sintesis de acidos grasos en cianobacterias, y
especialmente en Se7942, se estan centrando en la mejora de la produccion de acidos grasos
libres. Ruffing et al. modificaron Se7942 delecionando el gen fadD y expresando una tioesteresa
truncada, TesA, de E. coli (Ruffing and Jones, 2012). Con estas modificaciones se consiguid
aumentar unas 30 veces la secrecidn de acidos grasos libres. Siguiendo en esta linea, Ruffing et
al. modificaron Se7942 delecionando fadD y sobreexpresando la tioesteresa (Fatl), la ribulosa-
1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) y las cuatro subunidades de la acetil-CoA
carboxilasa de C. reinhardtii (Ruffing, 2013a). Estos tres genes sobreexpresados catalizan las
reacciones de los tres pasos limitantes en la sintesis de acidos grasos, consiguiendo con ello una
mejora de unas 20 veces en la produccion de acidos grasos libre, alcanzando un valor de 40

mg/L.

Mas recientemente, Ruffing et al. llevaron a cabo un analisis de “RNAseq” en cepas
modificadas para la produccion de acidos grasos libres (Ruffing, 2013b), las cuales aparecen
descritas en (Ruffing and Jones, 2012). Para cada cepa, se realizd un analisis de “RNAseq” para
identificar aquellos genes que se estaban expresando diferencialmente durante la produccién
de acidos grasos libres. Con este analisis se identificaron 15 genes diana que podrian utilizarse

para reducir los efectos tdxicos de la produccidn de 4cidos grasos libres. Kato et al. descubrieron
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un tipo de transporte RND (resistencia-nodulacién-divisién) en Se7942 con capacidad para
exportar acidos grasos libres durante la caracterizacién de un mutante productor de este tipo
de dacidos grasos (Kato et al., 2015). Estos autores construyeron un mutante de Se7942
delecionando fadD y sobreexpresando TesA, en una cepa en la que se habian delecionado
previamente los genes para el transporte del nitrato, consiguiendo asi un crecimiento lento y
limitado por nitrégeno en cultivos en discontinuo. Durante el experimento, surgié un mutante
capaz de crecer en nitrato y ademas de secretar 45 mg/L de acidos grasos libres. Al analizar este
mutante se identificaron dos mutaciones puntuales responsables de un incremento en la
expresion de los genes que componen este nuevo sistema de transporte y, como consecuencia,
un mayor transporte de acidos grasos. Por ultimo, Kato et al. ademas de realizar las dos
modificaciones mds utilizadas para producir acidos grasos libres, delecion de FadD vy
sobreexpresion de TesA, eliminaron el gen wzt del cromosoma de Se7942 (Kato et al., 2016),.
Esta delecién tuvo como resultado la pérdida de la capa hidrofilica de O-antigeno, aumentando
la secrecién de acidos grasos libres, mitigando la fotoinhibicion, y aumentando la densidad
celular final de los cultivos. Todo ello permite que este mutante alcance una produccién de
aproximadamente 100 mg/L de acidos grasos libres, la cantidad mas alta hasta el momento

obtenida en Se7942.

2.3.2.3.2. Modificaciones para mejorar la produccion de acidos grasos en Ss6803

Pocos estudios de produccion de acidos grasos libres se han llevado a cabo en Ss6803.
Hasta el momento el nivel mas alto de produccion de acidos grasos libres que se ha conseguido
en esta cianobacteria, es de 197 mg/L, frente a la cepa silvestre que tan solo produce 1.8 mg/L.
Liu et al. construyeron este mutante tras una serie de seis modificaciones genéticas
consecutivas, en las que se introdujeron tioesterasas de E. coli y plantas y se sobreexpresaron
los genes que codifican para la acetil-CoA carboxilasa (Liu et al., 2011). También se delecionaron
los genes de sintesis de polihidroxibutarato (PHB), los genes de sintesis de cianoficina, el gen
fadD y otros 3 genes mas (que codifican para una proteina de superficie, una proteina de union
a penicilina y una fosfato acetiltransferasa). Recientemente, Cheah et al. analizaron el efecto de
los ciclos de luz-oscuridad en la produccién de 4cidos grasos libres, viéndose esta
significativamente reducida en comparacion con los experimentos realizados en luz continua

(Cheah et al., 2015).
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Por otro lado, Chen et al. analizaron en Ss6803 la sobreexpresion de las desaturasas A6 y
A15 enddgenas y exdgenas procedentes de dos hongos, Gibberella fujikuroiy Mortierella alpina
(Chen et al., 2014). Con estas modificaciones se consiguid aumentar la produccién de 4acido a-
linolénico y acido esteariddnico y disminuir la acumulacién de acido linoleico y acido y-

linolénico.

2.3.2.3.3. Modificaciones para mejorar la produccion de acidos grasos en Ss7002

Ss7002 es otra cianobacteria utilizada y modificada para mejorar la produccién de acidos
grasos libres. Ruffing et al. manipularon genéticamente Ss7002 para incrementar la produccion
de 4cidos grasos libres, sobreexpresando la RuBisCO de Se7942, dos tioesterasas (una de E. coli
y otra de C. reinhardtii) y delecionando el gen fadD (Ruffing, 2014). Todas estas modificaciones
dieron lugar a un incremento en la produccién de acidos grasos libres de mds de tres veces,

alcanzandose concentraciones de acidos grasos libres secretados superiores a los 130 mg/L.

No se han publicado mas resultados de experimentos relacionados con acidos libres
secretados en esta cianobacteria. Las investigaciones mas recientes se han centrado en la
modificacion del perfil de acidos grasos libres producidos con el objetivo de incrementar los
acidos grasos de cadena corta, C12 y C14. El primer trabajo sobre esta linea fue presentado por
(Work et al., 2015), los cuales modificaron genéticamente Ss7002 para que produjera acido
l[durico (C12:0). Para ello, inhibieron la sintesis de glucdgeno delecionando el gen glgC e
inhibieron también la sintesis de proteinas mediante la privacion de nitrogeno al cultivo.
Ademas, la modificaron por delecién de fadD y sobreexpresién de una tioesterasa derivada de
Umbellularia californica (Laurel de California). Mas recientemente, (Gu et al., 2016) se centraron
tanto en la produccion de acido laurico como de acido miristico (C14:0). Para ello, delecionaron
en la cepa Ss7002 el gen fabH y lo sustituyeron por el de una diatomea, Chaetoceros sp. GSL56,
que acumula elevados niveles de &acidos grasos C14. De esta manera, consiguieron que la
cianobacteria produjera C12:0, no producido anteriormente por esta cepa. Por otro lado,
consiguieron aumentar al menos cinco veces la produccién de C14:0, dependiendo este nivel
del aumento de la fuerza del promotor bajo el que se clonara fabH y de las condiciones de
cultivo. Cabe destacar la importancia que tienen estos acidos grasos de cadena corta, puesto

gue son mas deseables para la produccion de biodiesel.
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2.4. Modelos metabdlicos

2.4.1. Reconstruccion a escala genomica de un modelo metabdlico

Un campo emergente de la biologia de sistemas es la reconstruccion a escala gendmica
de modelos metabdlicos, conocidos como GEMREs (“GEnome-scale Metabolic Reconstruction”).
Estas reconstrucciones son bases de datos estructuradas de conocimiento especifico que
contienen informacion detallada del organismo en estudio, tales como la estequiometria de las
reacciones metabdlicas, su reversibilidad, las relaciones entre genes, proteinas y
transformaciones bioquimicas, y los datos bioquimicos y fisioldgicos disponibles para el

organismo analizado (Feist et al., 2009; Thiele and Palsson, 2010).

Estas reconstrucciones pueden ser, ademas, transformadas a modelos matematicos a
escala gendmica (GEMs, “GEnome-scale Models”), que permiten el cdlculo de las capacidades
metabdlicas y el fenotipo de un organismo a partir de su genotipo. Contrariamente a los modelos
cinéticos y estocasticos, que requieren gran cantidad de datos cinéticos, los GEMs permiten
obtener informacién metabdlica detallada, en términos de distribucién de flujo sujetos a una
serie de asunciones (Orth et al., 2010). Por lo tanto, la reconstruccién y el analisis basado en
restricciones (COBRA, “COnstraint-Based Reconstruction and Analysis”) (Hyduke et al., 2011;
Lewis et al., 2012) es escalable a escala gendmica y se basa en la aplicacion de restricciones
impuestas por el genoma (limites internos) y el medio ambiente (limites de los sistemas). Asi,
describe el conjunto de estados fenotipicos viables en estas condiciones. Un método cada vez
mas aceptado para analizar estos GEMs es el analisis del balance de flujos (FBA, “Flux Balance
Analysis”). FBA es un enfoque matematico para el estudio de los modelos metabdlicos en
términos de distribucion de flujos y se basa en la resolucion de un problema de optimizacién
lineal mediante la maximizacién o minimizacién de una funcidn objetivo Z = ¢' - v, sujeta a un

conjunto de restricciones.
Matematicamente, la aplicacion de FBA puede representarse como sigue:
maxc' - v
sujetoaS-v=0

Vmin fvs Vmax
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Donde Z es una combinacidn lineal de los flujos metabdlicos, ¢' es un vector con n
elementos que contiene ceros para todas las entradas excepto para la reaccion (o reacciones)
que forma parte de la funcidn objetivo (por ejemplo, tasa de crecimiento), y que indica cobmo
cada reaccién contribuye a la funcién objetivo. S es una matriz m x n que contiene todos los
coeficientes estequiométricos en el modelo de m metabolitos y n reacciones. El vector v tiene n
elementos, que representan los valores de flujo individuales para cada reaccidon que se va a
determinar. Las limitaciones S + v = 0 corresponden a la conversidon de la masa en estado
estacionario. Los vectores Vmin Y Vmax SON vectores con n elementos cada uno, que representan
el limite mas bajo (Ib, “lower bounds”) y mas altos (ub, “upper bounds”) en los flujos,
respectivamente. La salida de este problema de optimizacién lineal es un vector de distribucion
de flujo particular v, que maximiza o minimiza la funcién objetivo. Una explicacién mas detallada

de todos estos parametros y de la logica del sistema se puede encontrar en (Palsson, 2006).

Los datos de transcriptémica, protedmica, metaboldmica y fluxdmica que se recogen
durante los experimentos “0micos”, se pueden utilizar como andamio en la construccién de los
GEMs. En paralelo, los progresos realizados en bioinformatica y en la aplicaciéon de analisis
computacional, a escala gendmica, han contribuido a la mejor comprensién de los sistemas
bioldgicos. La correcta contextualizacién y el uso efectivo de este enorme volumen de datos
suponen retos matematicos y estadisticos. Es por ello que el desarrollo de métodos para integrar
este conjunto de datos es un desafio que los cientificos computacionales estan abordando

actualmente.

En los ultimos 15 afios, los GEMs han ganado un atractivo en investigacion. En el afio 2000
fue publicado el primer modelo GEM para E. coli MG1655 (Edwards and Palsson, 2000). Este
modelo ha continuado actualizdndose, publicdndose en 2007 el modelo iAF1260 que contiene
1.260 genes, el 29 % de los genes anotados, 1.039 metabolitos y 1.387 reacciones (Feist et al.,
2007). Usando datos de genes esenciales y de otro tipo, este modelo fue actualizado en 2011 a
101366, conteniendo 1.366 genes, el 32 % de los genes anotados, 1.136 metabolitos y 1.473
reacciones (Orth et al.,, 2011). Dentro de los microrganismos eucariotas, la levadura
Saccharomyces cerevisiae es el organismo modelo mejor caracterizado. Desde el primer GEM
publicado en 2003 (iFF708) (Forster et al., 2003), el nUmero de metabolitos y reacciones ha
aumentado de 584 a 1.353 y de 1.145 a 1.566, respectivamente, en el modelo recientemente
publicado iTO977 (Osterlund et al., 2013). Actualmente, estan disponibles mas de 100 GEMs y
el nimero de organismos con GEMs reconstruidos esta creciendo rapidamente debido a los
avances en tecnologias de alto rendimiento y en herramientas para la recogida automatica de

datos y la reconstruccién de “drafts” (Henry et al., 2010; Thiele and Palsson, 2010).
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2.4.2. Interés biotecnoloégico de los modelos metabélicos

Los GEMs han ampliado el espacio metabdlico analizable computacionalmente y el
alcance de sus aplicaciones (Lewis et al., 2012; McCloskey et al., 2013). Esta expansion
proporciona herramientas para abordar estudios de ingenieria metabdlica, obtener nueva
informacidn bioldgica, predecir nuevos fenotipos celulares, estudiar procesos evolutivos y
modelos de interacciones interespecies (Liao et al., 2012; McCloskey et al., 2013; Monk et al.,

2014).

Los GEMs bacterianos se han utilizado en ingeneria metabdlica para manipular y optimizar
rutas bioquimicas nativas con el objetivo de producir compuestos relevantes a nivel industrial y
terapeutico. Dentro de las estrategias utilizadas se incluyen deleciones de genes (Fong et al.,
2005), aumento y disminucién de la expresion de genes (Fowler et al., 2009), asi como mapeo
de datos de alto rendimiento para identificar cuellos de botella o rutas competidoras (Lee et al.,
2007). Ademas, hay que destacar que se ha conseguido la integracion de rutas no nativas para
la produccion de compuestos que no son producidos en la cepa hospedadora o en muy poca
cantidad (Jung et al.,, 2011; Yim et al.,, 2011). Para la prediccion de estas nuevas rutas
biosintéticas se han usado complejos algoritmos computacionales (Kim et al., 2015). Los
métodos mas avanzados han permitido la identificacién de nuevas estrategias para acoplar el
crecimiento bacteriano a la produccién del compuesto diana (Kim et al., 2015; Lewis et al., 2012;

Zhang and Hua, 2015).

El uso de los GEMs ha permitido también ampliar nuestro conocimiento actual sobre
ciertas funciones celulares. Esto es debido a que existen muchos aspectos de las funciones
bacterianas que estan aun sin caracterizar. Por ejemplo, en E. coli, la bacteria mas conocida y
estudiada, se desconoce la funcién del 34 % de sus genes (Orth et al., 2011). La funciéon de
marcos de lectura abiertos (ORFs) alun desconocida, puede determinarse por comparaciéon
directa del crecimiento obtenido de los mutantes delectivos in silico frente a datos obtenidos in
vivo. Las discrepancias entre los resultados experimentales y las predicciones podrian indicar

ausencia de informacion o discrepancias funcionales (McCloskey et al., 2013).

Por otro lado, los GEMs pueden utilizarse para predicciones fenotipicas mediante el
analisis basado en restricciones (Palsson, 2006). De esta manera, se obtendria un espacio de
soluciones de fenotipos potenciales que permitiria al organismo sobrevivir en un fondo genético

y medioambiental dado (lbarra et al., 2002).
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El contenido genético, asi como el fenotipo de las bacterias se encuentra constantemente
adaptdndose a las condiciones medioambientales impuestas. Las adaptaciones ocurren por
eliminacion de reacciones individuales debidas a mutaciones con pérdida de funcidn,
alteraciones en la expresién génica y capacidad enzimatica y alteraciones en la cinética
enzimatica. También pueden tener lugar mediante la adicidn de nuevas reacciones por
transferencia horizontal de genes, duplicacidn génica y mutaciones con ganancia de funcidn. Se
ha demostrado el uso de GEMs en el modelado de la evolucidon microbiana a través de la

eliminacion y adicidn de nuevo contenido en las redes metabdlicas (McCloskey et al., 2013).

Por ultimo, cabe destacar el creciente interés de los GEMs para entender mejor como
tienen lugar la interaccién hospedador-patégeno. Esta metodologia se utiliza con el objetivo de
desarrollar antimicrobianos mejorados (Lebeis and Kalman, 2009), utilizar microorganismos en
bioremediacién (Singh et al.,, 2011), asi como comprender y manipular el microbioma del

intestino humano para mejorar la salud (Walter et al., 2011).

2.4.3. Modelos metabdlicos de cianobacterias

Las reconstrucciones metabdlicas de organismos fototréficos estan infrarrepresentadas
cuando se compara con microorganismos heterotréficos. Un resumen de las reconstrucciones
existentes para Ss6803 se muestra en la Tabla 2-4. La primera aplicacion de FBA en el
metabolismo de cianobacterias, en Ss6803 en concreto, fue llevado a cabo por (Shastri and
Morgan, 2005), seguida por una extensién del modelo por (Hong and Lee, 2007). Ambas
reconstrucciones estdn enfocadas Unicamente en el metabolismo central del carbono (93 y 56
reacciones, respectivamente). Los modelos contienen un ciclo de Krebs incompleto, ya que las
cianobacterias carecen de los genes que codifican para el complejo de la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, responsable de que esta ruta sea ciclica. En su lugar, se ha incluido una
desviacion de esta ruta hacia la sintesis del glioxilato. Esta desviacién se incluye porque a pesar
de que se desconocen los genes que codifican para las enzimas que intervienen en dichas
reacciones, existen evidencias experimentales sobre la actividad de las mismas (Yang et al.,
2002). El primer modelo a gran escala de Ss6803 fue proporcionado por (Fu, 2009), y contiene
633 genes, alrededor del 20 % de los genes. Sin embargo, la reconstruccién solo presentaba una
pequefia curacidén manual (basada en informacion genética y bioquimica) y un flujo real
restringido al metabolismo central, principalmente por el uso de una funciéon de biomasa con un

numero limitado de metabolitos. El modelo también incluia una desviacion a la ruta de sintesis
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de glioxilato. (Knoop et al., 2010) presentaron una reconstruccién mejorada de este modelo, al
incluir ciertas rutas metabodlicas ausentes en el modelo de (Fu, 2009). Sin embargo, el nimero
de genes se refujo con respecto al anterior, al contener tan solo un 11 % de los genes de Ss6803.
La reconstruccién incluia la primera representacion detallada de la ruta fotorrespiratoria en una
reconstruccién metabdlica. Poco después, tres reconstrucciones adicionales fueron publicadas
(Montagud et al., 2010; Montagud et al., 2011; Yoshikawa et al., 2011), cada una de las cuales
incorporaba un ciclo de Krebs incompleto y una desviacion hacia la ruta de sintesis del glioxilato.
El andlisis de (Yoshikawa et al., 2011) también compara las soluciones de (Knoop et al., 2010) y
(Montagud et al., 2010) bajo condiciones de crecimiento heterotréfico. Una construccién mas
fue presentada por (Nogales et al., 2012), haciendo uso de una funcién de biomasa mejorada.
El modelo incluye la ruta completa de sinteis de acidos grasos, inlcuyendo los acidos grasos
omega-3, y de los pigmentos fotosintéticos (clorofil a, filoquinona, licopeno, B-carotenoides,
zeaxantina, equinona, a-tocoferol y B-tocoferol). Este nivel de detalle es lo que permitié definir
una ecuacion de biomasa mas precisa. Destaca también la comparacidon del potencial
metabdlico de Cyanothece sp. ATCC 51142 y Ss6803 realizada por (Saha et al.,, 2012), que
propociona informacién valiosa sobre las funciones bioldgicas en sus nichos y también abre
nuevas vias para la produccidon econdmica de biocombustibles. El modelo mas reciente es el
descrito por (Knoop et al., 2013), que incluye actualizaciones en el ciclo de Krebs, la desviacion
hacia la ruta de sintesis del glioxilato, asi como el papel de la fotorespiracion en el crecimiento

celular.

Tabla 2-4. Reconstrucciones metabdlicas para la cianobacteria Ss6803.

Nombre del Genes Reacciones Metabolitos % de genes Referencia
modelo anotados
(Shastri and Morgan,

- - 93 46 - 2005)

- 78 56 54 25% (Hong and Lee, 2007)

- 633 831 704 20% (Fu, 2009)

- 337 380 291 11% (Knoop et al., 2010)
iSyn669 669 882 790 21% (Montagud et al., 2010)
iSyn811 811 956 911 26 % (Montagud et al., 2011)

- 376 493 465 12 % (Yoshikawa et al., 2011)
iJN678 678 863 795 21% (Nogales et al., 2012)
iSyn731 731 1.156 996 23 % (Saha et al., 2012)

- 677 759 601 21% (Knoop et al., 2013)

Se detalla el nUumero de genes, reacciones y metabolitos presentes en el modelo, asi como el porcentaje de genes
que tiene el modelo respecto al total de genes anotados para esa cepa. También se indica el nombre del modelo, en
los casos en los que se le haya dado nombre, asi como la referencia donde se describe dicho modelo. Modificado de
(Knoop et al., 2013).

Ademas de los modelos de Ss6803, se ha reconstruido el metabolismo de otras

cianobacterias. Se resumen en la Tabla 2-5. Todos ellos corresponden a cianobacterias
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unicelulares, excepto el modelo de Nostoc sp. PCC 7120, una cianobacteria multicelular
filamentosa (Malatinszky et al., 2016). Es interesante mencionar el nimero de reconstrucciones
de especies de Cyanothece, a pesar de que su uso como modelo para la produccién de

compuestos de interés biotecnoldgico no estd muy extendido.

Del organismo modelo utilizado en esta tesis, Se7942, se han desarrollado dos
reconstrucciones metabdlicas. La primera (Triana et al., 2014) incluye una ecuacién de biomasa
y demuestra su aplicabilidad mediante la simulacidn de condiciones de crecimiento autotroficas.
La segunda (Broddrick et al., 2016) utiliza datos especificos de metabolismo fotoautotroéfico, asi
como datos de esencialidad de genes descritos previamente por (Rubin et al., 2015). Estos datos
de esencialidad perimitieron grandes mejoras en la precisidon del modelo. Ademas, este modelo
describe expresamente la absorcion de fotones y el auto-sombreado, consiguiendo asi modelar
con precision la luz como un metabolito. El auto-sombreado es consecuenica directa de la
posicién de las células en el cultivo respecto a la fuente de luz. De esta manera, las células mas
cercanas a la fuente de luz absorben un exceso de fotones, impidiendo que las células que se

encuentran en el interior del cultvo alcancen su maxima tasa de crecimiento.

Tabla 2-5. Reconstrucciones metabdlicas para varias cianobacterias modelo.

Nombre del % de genes

Cianobacteria Genes Reacciones = Metabolitos Referencia

modelo anotados

C’;‘;”C"Ctgiclzszp' iCce806 806 667 587 16 % (Vu et al., 2012)
Synechococcus sp. ) (Hamilton and
11 11 1 44 199
PCC 7002 Sypé 6 >3 > 9% Reed, 2012)
Spirulina platensis . 0 (Klanchui et al.,
a1 iAK692 692 875 837 11% 2012)
Cyanothece sp. . o (Saha et al.,
ATCC 51142 iCyt773 773 946 811 15% 2012)
Cyanothece sp. . o (Mueller et al.,
PCC 7424 iCyc792 792 1.242 1.107 14 % 2013)
Cyanothece sp. . 0 (Mueller et al.,
PCC 7425 iCyn731 731 1.306 1.160 14 % 2013)
Cyanothece sp. . 0 (Mueller et al.,
PCC 7822 iCyj826 826 1.258 1.110 14 % 2013)
Cyanothece sp. . o (Mueller et al.,
bCC 8801 iCyp752 752 1.172 994 17 % 2013)
Cyanothece sp. . o (Mueller et al.,
PCC 8802 iCyh755 755 1.161 973 17 % 2013)
Synechococcus (Triana et al
elongatus PCC iSyf715 715 851 838 26 % Y
7942 2014)
Spirulina platensis o (Yoshikawa et
NIES-39 620 746 673 24% al., 2015)
Synechococcus sp. 0 (Hendry et al.,
PCC 7002 728 742 684 23% 2016)
Synechococcus .
B .
elongatus PCC i1B785 785 850 768 29% (Broddrick et al,
7942 2016)
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0,
Cianobacteria Nombre del Genes Reacciones  Metabolitos % de genes Referencia
modelo anotados
Nostoc sp. PCC (Malatinszky et
7120 ) ) 804 777 ) al., 2016)
Synechococcus sp. . 0 (Qianetal.,
PCC 7002 iSyp821 821 723 777 26 % 2016)

Se detalla el nombre del modelo, nimero de genes, reacciones y metabolitos, porcentaje de genes del modelo
respecto al total de los genes anotados para esa bacteria y referencia. Aparecen por orden cronolégico.
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3. Objetivos

3. Objetivos

1.

2.

Determinar la funcién de las mutaciones en cepas de Se7942 obtenidas por evolucidn

experimental y que han resultado en un aumento de su velocidad de crecimiento.

a.

Andlisis de las mutaciones aparecidas durante el experimento de evolucion.

Clonacién de los genes que incluyen las mutaciones detectadas y estudio de su

relacién con la disminucién del tiempo de generacidn.
Efecto de las mutaciones en la expresion de genes.

Efecto de las mutaciones en otras caracteristicas: transformabilidad natural,
variaciones en el espectro de absorcidén, composicion de pigmentos, formacién

de biofilms.

Ingenieria metabdlica de Se7942 para la produccidn de acido alfa-linolénico.

a.

Analisis de promotores bajo los que se clonardn las desaturasas involucradas en

la sintesis de acido alfa-linolénico.

Modificacién genética de Se7942 con las desaturasas de la cepa Ss7002 para la

produccién de acido alfa-linolénico.

Identificacion de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos saturados en

Se7942 que mejoran la produccidn de acido alfa-linolénico.

Validacion de las dianas identificadas y analisis de su efecto en la produccién de

acido alfa-linolénico.

3. Desarrollo de un modelo metabdlico de Se7942.

Construccion de un nuevo modelo metabdlico de Se7942 y comparacién con los

actualmente publicados.

Identificacion de dianas para mejorar la produccién de acido alfa-linolénico en

Se7942.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Cepas bacterianas

4.1.1. Escherichia coli

Las cepas de Escherichia coli utilizadas se detallan en |la Tabla 4-1.

Tabla 4-1. Cepas de E. coli.

Nombre Genotipo Referencia
F- endA1 ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U163,
hsdR17(rK- mK+), A— [NxR]
AdapA::(erm-pir) thrB1004, pro, thi, strA, hsds,
lacZAM15, (F'lacZAM15 lacl, traD36, proA+, proB+) [EmR

SmR]

DH5a (Grant et al., 1990)

B2150 (Demarre et al., 2005)

4.1.2. Cianobacterias

Las cianobacterias se detallan en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Cepas de cianobacterias.

Nombre Fenotipo Caracteristicas Construccion

(NC_007604)

(NC_004990)

Synechococcus Estirpe salvaje de Se7942, la
elongatus PCC i cual contiene pANL (AF441790) i Pasteur Culture
7942/2 pero carece de pANS Collection

Synechococcus sp.
PCC 7002 -
(NC_010475.1)

Estirpe salvaje de Ss7002

Pasteur Culture
Collection

Se7942 cuyo gen rps12 ha sido
sustituido por la variante alélica
rps12-R43. Esto hace que el

(Matsuoka et al.,

GRPS1 SmR -
m fenotipo de este organismo sea 2001)
SmR. Esta cepa carece del
plasmido pANS
Estirpe evolucionada de Se7942 .,
. . Evolucién .
C11 - que contiene las mutaciones . Esta tesis
experimental
que aparecen en la Tabla 5-1
Estirpe evolucionada de Se7942 L,
. . Evolucién .
C12 - que contiene las mutaciones . Esta tesis
experimental
que aparecen en la Tabla 5-1
Derivado de Se7942 que Transformacion
contiene la mutacién rps12-R43 natural con el .
MSM1 SmR I Esta t
m de la cepa GRPS1 y por ello es plasmido statesis
resistente a SmR pMSM2
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Fenotipo Caracteristicas Construccion Origen
MSM1 que contiene aguas Transformacion
R abajo del gen natural con el .
MSM2 Neo Synpcc7942_0894 Ia plasmido Esta tesis
construccién rps12-nptl pMSM22
MSM2 que contiene la .,
. Transformacion
mutacién en el gen natural con el
MSM3 SmR Synpcc7942_0894 (mutacidn plasmido Esta tesis
#12, Tabla 5-1) de la estirpe
11 pMSM24
MSM1 que contiene aguas Transformacion
arriba del gen natural con el .
MSM4 NeoR A Estat
€0 Synpcc7942_2114 la plasmido statesis
construccion rps12-nptl pMSM80
MSM4 que contiene la L,
. Transformacion
mutacién en el gen natural con el
MSM5 SmR Synpcc7942_2114 (mutacidn .. Esta tesis
#21, Tabla 5-1) de la estirpe pldsmido
ci1 pMSM82
MSM1 que contiene aguas Transformacién
abajo del gen natural con el .
MSM6 NeoR o Estat
€0 Synpcc7942_0918 la plasmido statesis
construccion rps12-nptl pMSM4
MSM6 que contiene la -
., Transformacion
mutacion en el gen natural con el
MSM7 SmR Synpcc7942_0918 (mutacidn . Esta tesis
#14, Tabla 5-1) de la estirpe pldsmido
c12 pMSM10
MSMS5 que contiene aguas Transformacion
abajo del gen natural con el .
MSM NeoR Lo E
SM8 €0 Synpcc7942_0894 la plasmido sta tesis
construccion rps12-nptl pMSM22
MSM8 que contiene la -
., Transformacion
mutacion en el gen natural con el
MSM9 SmR Synpcc7942_0894 (mutacidn L Esta tesis
#12, Tabla 5-1) de la estirpe plasmido
ci1 pMSM24
MSM7 que contiene aguas Transformacion
abajo del gen natural con el .
MSM10 NeoR (. Esta tesis
Synpcc7942_0918 la plasmido !
construccion rps12-nptl pMSM4
MSM10 que contiene la .,
) Transformacion
mutacion en el gen natural con el
MSM11 SmR Synpcc7942_0918 (mutacidn plasmido Esta tesis
#14, Tabla 5-1) de la estirpe
c12 pMSM10
MSM7 que contiene aguas Transformacion
abajo del gen natural con el .
12 R E
MSM Neo Synpcc7942_0894 la plasmido sta tesis
construccion rps12-nptl pMSM22
MSM12 que contiene la L
S Transformacion
mutacién en el gen natural con el
MSM13 SmR Synpcc7942_0894 (mutacidn plasmido Esta tesis
#12, Tabla 5-1) de la estirpe
c11 pMSM24
MSM13 que contiene aguas Transformacion
arriba del gen natural con el .
MSM14 NeoR — Esta t
€0 Synpcc7942_2242 la plasmido statesis
construccion rps12-nptl pMSM80
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Fenotipo Caracteristicas Construccion Origen
MSM14 que contiene la .,
s, Transformacion
mutacién en el gen natural con el
MSM15 SmR Synpcc7942_2114 (mutacidn . Esta tesis
#21, Tabla 5-1) de la estirpe plasmido
12 pMSM82
Derivado de Se7942 que Transformacion
R contiene en el sitio neutral 1 natural con el .
MSM16 Sp/sm (SN1) la construccion plasmido Esta tesis
PnrsB::desA pMSM14
Derivado de Se7942 que T;Z:Z]:er:‘;:;n
MSM17 Sp/SmR contiene en SN1 la . Esta tesis
construccion PnrsB::desA-desB pldsmido
- pMSM16
Derivado de Se7942 que T;Z:i:[:::gln
MSM18 Sp/SmF contiene en SN1 la drate Esta tesis
construccion PnrsB::luxAB plasmido
- pMSM51
Transfi i6
Derivado de Se7942 que ;2:;2[?5:;”
MSM19 Sp/SmR contiene en SN1 la L Esta tesis
construccion PnrsB::fabB pldsmido
- pMSM90
Derivado de Se7942 que Conjugacién de
MSM20 Neok ’cor'mene integrado en eI‘ ] E. colia §e7942 Esta tesis
plasmido pANL la construccidon | con el plasmido
PnirA::fabB pMSM130
Derivado de Se7942 que Conjugacién de
MSM21 Neok ’cor'\tlene integrado en eI‘ ] E. colia S’e79'42 Esta tesis
plasmido pANL la construccion | con el plasmido
PnirA::luxAB pMSM132
Derivado de Se7942 que Transformacion
MSM22 Sp/Sm* contiene en SN1la natural con el Esta tesis
construccion PnrsB::riboswitch- plasmido
luxAB pMSM142
MSM1 en la que se ha .,
. . Transformacion
delecionado en algunas copias
natural con el .
MSM23 NeoR, SmR del cromosoma el gen lssmido Esta tesis
Synpcc7942_1455 por la P
- pMSM182
construccion rps12-nptl
Transfi i6
Derivado de Se7942 que ;2:;2[?::;”
MSM24 Sp/SmR contiene en SN1 la , Esta tesis
construccioén Ptrc::fabD plasmido
b pMSM196
Transfi i6
Derivado de Se7942 que ;2:;2[?;:;”
MSM25 Sp/SmR contiene en SN1 la . Esta tesis
construccién Ptrc::luxAB plasmido
- pMSM197
Derivado de Se7942 que T;Z:ZT;[T::':F
MSM26 Sp/SmR contiene en SN1 la L. Esta tesis
construccién Ptrc::desA-desB pldsmido
- pMSM201
Derivado de Se7942 que T;Z:ZT;[T::':F
MSM27 Sp/SmR contiene en SN1 la L. Esta tesis
construccion Ptrc::fabB pldsmido
" pMSM202
Derivado de Se7942 que T;Z:Zfrc:\lr?::;n
MSM28 Sp/SmR contiene en SN1 la - Esta tesis
construccion Ptrc::fabH pldsmido
" pMSM228
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Fenotipo

Caracteristicas

Derivado de Se7942 que

Construccion
Transformacion
natural con el

Origen

MSM29 Sp/SmR contiene en SN1 la L Esta tesis
construccion Ptrc::fabF plasmido
- pMSM234
Derivado de Se7942 que Transformacion
MSM30 Sp/SmR con.t’iene en SN.l la . natural c.on el Esta tesis
construccion PnrsB::riboswitch- plasmido
fabH pMSM236
Derivado de Se7942 que T;Z:ZEIFT;:SF
MSM31 CmR contiene en el sitio neutral 2 plasmido Esta tesis
(SN2) la construccion Ptrc::fabD pMSM252
Derivado de Se7942 que T;Z:ZEIFT;:SF
MSM32 CmR contiene en SN2 la .. Esta tesis
construccioén Ptrc::fabF plasmido
k pMSM253
. Transf i6
Derivado de Se7942 que ;2:Zr:IrTj:lgln
MSM33 CmR contiene en SN2 la L Esta tesis
construccién PnrsB:.fabB pldsmido
- pMSM255
MSM28 en la que se ha L,
) . Transformacion
Neok. Smt delecionado en algunas copias natural con el
MSM34 S’ R del cromosoma el gen lasmido Esta tesis
P Synpcc7942__1455 por la P
o pMSM182
construccién rps12-nptl
MSM30 en la que se ha L,
) . Transformacion
Neok. SmR delecionado en algunas copias natural con el
MSM35 S’ PO del cromosoma el gen lssmido Esta tesis
P Synpcc7942__1455 por la P
o pMSM182
construccion rps12-nptl
Transformacion
NeoR, SmR MSM23 que contiene en SN1 la natural con el
MSM36 ! ! L L Esta tesis
SpR construccion Ptrc::desA-desB. plasmido !
pMSM197
Transformacion
MSM38 Sp/SmF, CmR MSM26 que cgntlene en SN2 la natu’ral c.on el Esta tesis
construccion Ptrc::fabD plasmido
pMSM252
Transformacion
MSM39 Sp/Smf, CmR MSM26 que c‘cintlene en SN2 la natu’ral c.on el Esta tesis
construccién Ptrc::fabF. plasmido
pMSM253
Transformacion
MSM40 MSM26 que contiene en SN2 la natural con el .
R R E
Sp/smf, Cm construccion PnrsB::fabB. plasmido sta tesis
pMSM255
MSM39 en la que se ha L
delecionado en algunas copias Transformacion
MSM41 Sp/SmR, CmR, natural con el .
del cromosoma el gen P Esta tesis
Neor Synpcc7942_1455 por la pldsmido
ynpee/sns_iaoop pMSM182
construccion rps12-nptl
MSM1 la que se ha delecionado | Transformacién
del cromosoma el gen natural con el .
2 R R E
MSM4 sm, Neo Synpcc7942_0918 por la plasmido sta tesis
construccion rps12-nptl pMSM266
MSM26 la que se ha Transformacion
delecionado del cromosoma el natural con el
MSM43 Sp/SmR, NeoR — Esta tesi
p/Sm*, Neo gen Synpcc7942_0918 por la plasmido statests
construccion rps12-nptl pMSM266
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Fenotipo Caracteristicas Construccion Origen
MSM29 la que se ha Transformacion
delecionado del cromosoma el natural con el
R R i
MsM44 Sp/Smf, Neo gen Synpcc7942_0918 por la plasmido Esta tesis
construccién rps12-nptl pMSM266
MSM39 la que se ha Transformacion
Sp/SmR, CmR, | delecionado del cromosoma el natural con el .
MSM45 A Esta t
NeoR gen Synpcc7942_0918 por la plasmido statesis
construccion rps12-nptl pMSM266
MSM29 en la que se ha L
. . Transformacion
delecionado en algunas copias natural con el
MSM46 Sp/SmR, NeoR del cromosoma el gen . Esta tesis
Synpcc7942_1455 por la pldsmido
ynpee/ons_a>op pMSM182
construccion rps12-nptl

4.2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta tesis se especifican en la Tabla 4-3, con sus caracteristicas

fenotipicas y una somera descripcion de cada uno.

Tabla 4-3. Plasmidos.

Nombre Replicén Fenotipo Descripcion Construccion Referencia
PRLA443 RP4 Ap?, Tc® | Derivado de RP4, Kms - (Elhai et al,
1997)
. http://parts.ige
pSB1K3 pMB1 KmR Vector de clonaje de ; m.org/Part:pSB
Biobricks
1K3
. http://parts.ige
pSB1C3 pMB1 cme | Vector de clonaje de - m.org/Part:pSB
Biobricks
1K3
Vector integrativo en
SN1 de Se7942 que
contiene el promotor
pSTVgF—,é/@D' pMB1 Sp/SmR PnrsB de - IS\?i:r'eoA:,rm
Synechocystis sp. PCC g
6803, inducible por
niquel
Vector integrativo en
Aok SN1 de Se7942 con el (Moronta-
pUAGC280 pMB1 S /gr;]R promotor Ptre, - Barrios et al.,
P inducible por IPTG, y 2013)
el represor Lacl
Vector integrativo en
SN2 de Se7942 que (Andersson et
pAM1580 ColE1 like ApR, CmR contiene los orfs -
. al., 2000)
reporteros IuxAB sin
promotor
pSB1K3::(reppant- (Encinas et al.,
R -
pDEP6 pMB1 Km oriTapd) 2014)
Tesis David
DEP52 Bl R R B1C3:: 12- -
pDEP5 pM KmR, Cm pSB1C3::(rps12-nptl) Encinas Pisa
ToR KR (Fernandez-
pSU2007::Tnlux R388 pG’mR ! pSU2007::luxCDABE - Lopez et al.,
2005)
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Replicon

Fenotipo

Descripcion

Construccion

Referencia

pDEP52 con una Construido por
region de 900 pb “Isothermal
aguas abajo del gen Assembly”. Oligos 1y
p p mR, Cm a para amplificar e sta tesis
MSM1 MB1 KmR, CmR dD 2 lifi | E i
(Synpcc7942_0918), inserto; oligos 3y 4
clonada a la derecha para amplificar el
de rps12-nptl vector
Construido por
pSB1C3 con una “Biobrick”. Inserto
region de 1896 pb de amplificado con
pMSM2 pMB1 CmR la cepa GRPS1 de oligos 5y 6, clonado Esta tesis
Se7942 que contiene con enzimas de
el gen rps12-R43 restriccion EcoRl y
Pstl
pMSM1 con el gen CclJInstrwdo por
Isothermal
mutado fadD Assembly”. Oligos 7 y
pMSM4 pMB1 KmR, CmR (Synpec7942_0918) 8 para amplificar el Esta tesis
de la cepa C12, .
L gen fadD; oligos 9y
clonado a la izquierda o
10 para amplificar el
de rps12-nptl
vector
Construido por
“Isothermal
pPMSM4 con la Assembly”. Oligos 11
pMSM10 pMB1 CmR eliminacion de rps12- | vy 2 para amplificar el Esta tesis
nptl inserto; oligos 3y 12
para amplificar el
vector
Gen desA amplificado
pSyn_1/D-TOPO® con | con los oligos 13y 14;
el gen desA clonado mediante .
R
PMSM14 pMB1 SP/Sm® | syNPCC7002_A2756) enzimas de Esta tesis
de Ss7002 restriccion EcoRl y
Ndel
Gen desB amplificado
pMSM14 con el gen con los oligos 15 y 16;
desB clonado mediante
R .
PMSM16 pMB1 SP/SMT | SYNPCC7002_AO159) enzimas de Esta tesis
de Ss7002 restriccion Notl y
Ndel
pDEP52 con una Construido por
regiéon de 501 pb “Isothermal
aguas abajo del gen Assembly”. Oligos 17
pMSM18 pMB1 KmR, CmR aroK y 18 para amplificar el Esta tesis
(Synpcc7942_0894), inserto; oligos 3y 4
clonada a la derecha para amplificar el
de rps12-nptl vector
pMSM18 con el gen CC,J,nStrUIdO por
Isothermal
mutado aroK Assembly”. Oligos 19
5 .
pMSM22 pMB1 KmR, CmR (Synpec7942_0854) y 20 para amplificar el Esta tesis
de la cepa C11, )
- gen aroK; oligos 9y
clonado a la izquierda o
10 para amplificar el
de rps12-nptl
vector
pSB1C3 con el gen CclJlnstrwdo por
arok Isothermal
Assembly”. Oligos 19
pMSM24 pMB1 CmR (Synpcc7942_089411) y 18 para amplificar el Esta tesis
mutado y una region . .
inserto; oligos 3y 10
de 501 pb aguas .
. para amplificar el
abajo de este gen
vector
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Replicon

Fenotipo

Descripcion

Construccion

Referencia

Construido por
pSyn_1/D-TOPQO® con “Isothermal
los genes luxAB de Assembly”. Oligos 21
pMSM51 pMB1 Sp/SmR Photorhabdus y 22 para amplificar Esta tesis
luminescens tomados los genes luxAB;
de pSU2007::Tnlux oligos 23y 24 para
amplificar el vector
pDEP52 con el gen Ccznstrwdo por
Isothermal
mutado sasA Assembly”. Oligos 25
pMSM76 pMB1 KmR, CmR (Synpcc7942_2242) y 26 para amplificar el Esta tesis
de la cepa C11, .
clonado a la derecha gen sasA; ol{g.os 3v4
de rps12-npt! para amplificar el
vector
pMSM76 con una Construido por
region de 996 pb “Isothermal
aguas arriba del gen Assembly”. Oligos 27
pMSM80 pMB1 KmR, CmR sasA y 28 para amplificar el Esta tesis
(Synpcc7942_2242), inserto; oligos 9y 10
clonada a la izquierda para amplificar el
de rps12-nptl vector
Construido por
“Isothermal
pMS80 con la Assembly”. Oligos 27
pMSM82 pMB1 CmR eliminacion de rps12- | y 29 para amplificar el Esta tesis
nptl inserto; oligos 30y 10
para amplificar el
vector
pSyn_1/D-TOPO® en CclJ’nstruido por
el que se ha Isothermal
. Assembly”. Oligos 31
pMSM86 pMB1 Sp/SmR sustituido el y 32 para amplificar el Esta tesis
promotor PnrsB por el -
. promotor; oligos 33 y
promotor PnirA de 34 para amplificar el
Se7942
vector
Gen fabB amplificado
pSyn_1/D-TOPO® con | con los oligos 35 y 36;
el gen fabB clonado mediante .
PMSMS0 pMB1 SP/SMT | SYNPCC7002_A1002) enzimas de Esta tesis
de Ss7002 restriccion EcoRl y
Ndel
Gen fabB amplificado
pMSM86 con el gen con los oligos 35 y 36;
fabB clonado mediante .
PMSMS7 pMB1 SP/SmT | syNPCC7002_ A1002) enzimas de Esta tesis
de Ss7002 restriccion EcoRly
Ndel
Construido por
pMSM86 con los “Isothermal
genes JuxAB de Assembly”. Oligos 37
pMSM125 pMB1 Sp/SmR Photorhabdus y 38 para amplificar Esta tesis
luminescens tomados los genes luxAB;
de pSU2007::Tnlux oligos 23 y 24 para
amplificar el vector
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Replicon

Fenotipo

Descripcion

Construccion

Referencia

Construido por
“Biobrick”.
Fragmento
PDEP6 cor.‘nlla PnirA::fabB
pMSM130 pMB1 KmR cqnstrucaon amplificado con Esta tesis
PnirA::fabB de oligos 39y 40
pMSM97 ”
clonado con enzimas
de restriccion Xbal y
Pstl
Construido por
“Isothermal
pDEP6 con la Assembly”. Oligos 41
construccion y 42 para amplificar el .
pPMSM132 pPMB1 Km? PnirA::luxAB de fragmento Esta tesis
pMSM125 PnirA::luxAB; oligos
43 y 44 para
amplificar el vector
pSyn_1/D-TOPO® en
el que se ha Construido por
sustituido el RBS de “QuickChange”
pMSM134 pMB1 Sp/SmR este vector por el modificado. Se Esta tesis
riboswitch y el RBS amplificé el vector
descrito en (Nakahira | con los oligos 45y 46
et al, 2013)
Construido por
pMSM134 con los “Isothermal
genes luxAB de Assembly”. Oligos 47
pMSM142 pMB1 Sp/SmR Photorhabdus y 48 para amplificar Esta tesis
luminescens tomados los genes luxAB;
de pSU2007::Tnlux oligos 49 y 50 para
amplificar el vector
pDEP52 con el gen C(l)’nstrwdo por
plsX Assen:Sk)()I\ttlez)Tgl)s 51
pMSM176 pMB1 KmR, CmR (Synpcc7942_1454) y 52 para amplificar el Esta tesis
de la cepa Se7942, .
L gen plsX; oligos 9y 10
clonado a la izquierda o
de rps12-npt] para amplificar el
vector
Construido por
“Biobrick”. Gen fabD
pMSM176 con el gen amplificado con
fabD oligos 53 y 54,
(Synpcc7942_1456) digerido con las .
pMSM182 pMB1 KmR, CmR de la cepa 5e7942, enzimas de Esta tesis
clonado a la derecha restriccion Xbal y
de rps12-nptl Notl. Vector
pMSM176 digerido
con Spel y Notl
Gen fabD amplificado
pUAGC280 con el gen | con los oligos 55y 56;
ApR, fabD clonado mediante .
pPMSM196 pPMB1 Sp/SmR (Synpcc7942_1456) enzimas de Esta tesis
de Se7942 restriccion EcoRl y
BamHI
pUAGC280 en el que CclJlnstrwdo por
se han clonado los Isotrlernjal
ApR, genes luxAB de Assembly 'O“g.o.s >7 .
pMSM197 pMB1 Sp/Sm? Photorhabdus y 58 para amplificar Esta tesis
. los genes luxAB;
luminescens tomados licos 59 v 60 para
de pSU2007::Tnlux olg . yoUp
amplificar el vector
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Replicon

Fenotipo

Descripcion

Construccion

Referencia

pUAGC280 en el que
se han clonado los

Gen desA amplificado
con los oligos 61y 14;
gen desB amplificado
con oligos 15y 62.
Clonados

ApR genes (desA simultdneamente .
pMSM201 pMB1 ! (SYNPCC7002_A2756) . . Esta tesis
Sp/SmR y desB mediante enzimas de
(SYNPCC7002_A0159) restriccidn. Gen desA
de Ss7002 clonado con EcoRly
Notl; Gen desB
clonado con Notly
BamH]
Gen fabB amplificado
pUAGC280 con el gen | con los oligos 63y 64;
ApR, fabB clonado mediante .
pMSM202 pMB1 Sp/SmR | (SYNPCC7002_A1002) enzimas de Esta tesis
de Ss7002 restriccion EcoRly
BamHI
Construido por
pAM1580 en el que “QuickChange”
pMSM226 ColE1 like ApR, CmR se ha eliminado los modificado. Se Esta tesis
genes luxAB amplificé el vector
con los oligos 65y 66
Gen fabH amplificado
pUAGC280 con el gen | con los oligos 67 y 68;
ApR, fabH clonado mediante .
pMSM228 pPMB1 Sp/SmR (Synpcc7942_1455) enzimas de Esta tesis
de Se7942 restriccion EcoRly
Sall
pMSM134 en el que Construido por
se han introducido “QuickChange”
pMSM232 pMB1 Sp/SmR nuevos sitios de corte modificado. Se Esta tesis
para enzimas de amplificé el vector
restriccion con los oligos 69 y 46
Gen fabF amplificado
pUAG280 con el gen con los oligos 70y 71;
ApR, fabF clonado mediante .
pPMSM234 pPMB1 Sp/SmR (Synpcc7942_0537) enzimas de Esta tesis
de Se7942 restriccion EcoRl y
BamHI
pMSM232 en el que Gen fabH'ampIificado
con los oligos 72 y 73;
se ha clonado el gen lonad diant
pPMSM236 PMB1 | Sp/SmR fabH clonado mediante Esta tesis
enzimas de
(Synpcc7942_1455) restriccion Kpnly
de Se7942 Ndel
pPMSM226 en el que Construido por
se ha introducido “QuickChange”
pMSM240 ColE1 like ApR, CmR | nuevos sitios de corte modificado. Se Esta tesis
para enzimas de amplificé el vector
restriccion con los oligos 74 y 75
pMSM24_O gn el que Digerido con HindIll y
. se ha eliminado el . . .
pMSM249 ColE1 like ApR, CmR . religado consigo Esta tesis
terminador T4 que .
, mismo
contenia
Fragmento Ptrc::fabD
pMSM249 con la amplificado con
PMSM252 | ColEllike | Apf, Cm® construccion oligos 76y 77, Esta tesis

Ptrc::fabD de
pMSM196

clonado con enzimas
de restriccidn Spel y
Kpnl
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Nombre

Replicon

Fenotipo

Descripcion

Construccion

Referencia

Fragmento Ptrc::fabF
pPMSM249 con la amplificado con
. construccion oligos 76 y 78, .
pPMSM253 ColE1 like Apf, Cm? Ptrc::fabF de clonado con enzimas Esta tesis
pMSM234. de restriccion Spel y
Kpnl
Fragmento
pMSM249 con la PrrsB::fabB
. construccion ampllflcado con .
pMSM255 ColE1 like ApR, CmR PrrsB::fabB de oligos 79y 89, Esta tesis
pMSM90 cIonado.co_n'enZ|mas
de restriccién Spel y
Kpnl
pMSM1 con una Construido por
region de 933 pb “Isothermal
aguas arriba del gen Assembly”. Oligos 9y
pMSM266 pMB1 KmR, CmR fadD 10 para amplificar el Esta tesis
(Synpcc7942_0918), inserto; oligos 81y 82
clonada a la izquierda para amplificar el
de rps12-nptl vector

Todos los vectores y cepas construidos o modificados en esta tesis fueron verificados mediante secuenciacion de ADN

(servicio de secuenciacidn “Sanger” de la empresa “Stab Vida” llamado “You Tube It”).

4.3. Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Aldrich o por IDT en funcién de la
logistica del instituto. Para los procedimientos de clonaje (Tabla 4-4) y secuenciacién (Tabla 4-5)

habituales se pidieron desalados.

Tabla 4-4. Oligonucleétidos utilizados para la construccion de los dispositivos genéticos.

Ne Nombre Secuencia nucleotidica (5’ 2 3’)*

1 H2 F TAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAAATGACCCT
CGGTACTCCTCTGCAGC

) H2 R GGAATTGCAGCTAAAACCGGCAGCATTGCAGGCTTCCTCGCTCACTGA
CTCGCTGCGCTCGGTCGTT

3 amplif vector H1 F GCAGGCTTCCTCGCTCACTGAC

4 amplif vector H1 R CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAA

5 rpsL bioF GTTTCTTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGCGGTAGTGGGCAAAAG
CCTTG

6 rpsL bioR GTTTCTTCCTGCAGCGGCCGCTACTAGTACGCTTCCCCCATGCTCTAGG

7 long chain F CATTAACCTATAAAAATAGGCTTTCGCTAAGGATGATTTCGGCTAGCGC
TCCTCCTGAGGGCCACAC

8 long chain R GAAGACGCTAAATCCAGCTGAGCGTAGGAGCAACCCCCTATTAACTCG
CCGATTCAAACATCCCGTCG

9 amplif vector acil Coa F TAGGGGGTTGCTCCTACGCTC

10 amplif vector acil Coa R GAAATCATCCTTAGCGAAAGCCTATTTTTATAG

11 H2 sin colas F AATGACCCTCGGTACTCCTCTGCAGC

12 Long chain H2 R GATCGTCCGCTTTAGCTGCAGAGGAGTACCGAGGGTCATTTTAACTCG
CCGATTCAAACATCCCGTCG

13 desAF TTCGAATTCGAAGGAGCCCTTCACCATGACATCAGTTACTGTGCGC

14 desA R ZLCCATATGGCGGCCGCGTACGTACACCCTTTTAGCGTTTTTGATGTTG
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Ne¢ Nombre Secuencia nucleotidica (5’ =2 3’)*
15 desB F TACGCGGCCGCGAAGGAGCCCTTCACCATGCAAAGTACAGTCCGCTCC
16 desB R ATGCATATGGTACGTACACCCTTTTATTTTTTCGGCTGGTAATACAAG
17 7H2 sik F TAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGTTTAGAAA
GTCGATCGCCAGAAGAGTTGCC
18 7H2 sik R AAAGGGCAGGGTGGTGACACCTTGCCCGTTTTTTTGCCGGCGCAGCCA
ATCTCAGTCCGGCAGAAG
19 shikimato kinasa F CATTAACCTATAAAAATAGGCTTTCGCTAAGGATGATTTCCAAACTGGC
CTCATCCTGCTCCAGGC
20 shikimato kinas R GAAGACGCTAAATCCAGCTGAGCGTAGGAGCAACCCCCTAGGGCGCA
GCTTGGAGGAGACCCC
21 luxAB IA F GAGGTGGTGTGAAGCTTCGAATTCGAAGGAGCCCTTCACCATGAAATT
TGGAAACTTTTTGCTTAC
2 luxAB 1A R CTGCCGCCAGGCACTCGATGCATATGGTACGTACACCCTTCTACATGT
GGTACTTTTTAATATTATCATC
23 vector lux F AAGGGTGTACGTACCATATGCATCG
24 vector lux R GGTGAAGGGCTCCTTCGAATTC
25 histidine kinase F TAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAAGCCATCCTA
CTTACCAACGAATTC
26 histidine kinase R AAAGGGCAGGGTGGTGACACCTTGCCCGTTTTTTTGCCGGCGCATCGC
CAATTAAGAAATTATC
27 7H1 histidine kinase F CATTAACCTATAAAAATAGGCTTTCGCTAAGGATGATTTCGTGATCCGT
TCTGCCACCCTG
)8 ZH1 histidine kinase R GAAGACGCTAAATCCAGCTGAGCGTAGGAGCAACCCCCTACTAGCGG
AACATACTGCTCACTGAGC
, TACCGAAGCGATCGCGAATTCGTTGGTAAGTAGGATGGCTCTAGCGG
29 ZH1 HK homologia con HK R AACATACTGCTCACTGAGC
30 HK sin colas F AGCCATCCTACTTACCAACGAATTC
31 PRirA F GTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAACCCTACAGGTT
AAAAACCATGCTAATGGCTC
32 PnirA R CGTACACCCTTGGTGAAGGGCTCCTTCGAATTCGAAGCTTACAAAGCA
GCTTGCATACTCGGC
33 amplif vector promotor F AAGCTTCGAATTCGAAGGAGCC
34 amplif vector promotor R TTATTTGCCGACTACCTTGGTGATCT
35 fabB F TTCGAATTCGAAGGAGCCCTTCACCATGGTGCGGGTAGTGATAACGG
36 fabB R TTCCATATGGTACGTACACCCTTTCAAAAATATTTTTGAAGGGCGATC
37 lUxAB IA nirA F AGCTGCTTTGTAAGCTTCGAATTCGAAGGAGCCCTTCACCATGAAATTT
GGAAACTTTTTGCTTAC
38 luxAB IA nirA R CTGCCGCCAGGCACTCGATGCATATGGTACGTACACTGCAGCCCTTCTA
CATGTGGTACTTTTTAATATT
39 PhirA-fabB F GTTTCTTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGACAGGTTAAAAACCATGC
TAATGGCTC
40 PhirA-fabB R GTTTCTTCCTGCAGCGGCCGCTACTAGTAAAGGCCCAGTCTTTCGACT
GAGC
. CCGAAGCAGGGTTATGCAGCGGAAAAGCGCTGCTACTAGAACAGGTT
4l PirA-luxAB-pDEP6 IA F AAAAACCATGCTAATGGCTC
. TGACACCTTGCCCGTTTTTTTGCCGGACTGCAGCGGCCGCAAGGCCCA
42 PnirA-luxAB-pDEP6 IAR GTCTTTCGACTGAGC
43 pDEP6 abierto F GCGGCCGCTGCAGTCC
44 pDEP6 abierto R TCTAGTAGCAGCGCTTTTCCGC
45 Riboswitch F TGGCAGCACCCTGCTAAGGAGGCAACAAGGGATCCACCATATGCATC
GAGTGCCTGG
. . AGGGCATCAAGACGATGCTGGTATCACCCGAATTCGAAGCTTCACACC
46 Riboswitch R
ACCTC
47 lUXAB RS IA F GCCCTTGGCAGCACCCTGCTAAGGAGGCAACAAGGGATCCATGAAATT
TGGAAACTTTTTGCTTACATAC
48 luxAB RS IA R ACCACCGCGCTACTGCCGCCAGGCACTCGATGCATATGGTTTAGGTAT
ATTCCATGTGGTACTTCTTAATATTATC
49 amplif vector RS F ACCATATGCATCGAGTGCCTGG
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Ne¢ Nombre Secuencia nucleotidica (5’ =2 3’)*
50 amplif vector RS R GATCCCTTGTTGCCTCCTTAGCAG
51 CDS1319 F CATTAACCTATAAAAATAGGCTTTCGCTAAGGATGATTTCATGACGCGT
GCGCGGATC
52 CDS1319 R GAAGACGCTAAATCCAGCTGAGCGTAGGAGCAACCCCCTACTAGCTCA
CCACTGGCTCAGTCACC
53 CDS1321 bioF GTTTCTTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGATGGCTAAAACGGTGTGG
GTGTTTC
54 CDS1321 bioR GTTTCTTCCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATTAGACCGTGAGGTCTGCT
GCTGTTC
55 fabD F CATGGAATTCATGGCTAAAACGGTGTGGGTG
56 fabD R TAGAGGATCCTTAGACCGTGAGGTCTGCTGCTG
57 luxAB Ptrc F AACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGGAATTCATGAAATTTGGAAA
CTTTTTGCTTAC
58 luxAB Ptrc R CCCCCCCTCGAGGTCGACTCTAGAGGATCCCTACATGTGGTACTTTTTA
ATATTATCATC
59 pUAGC839 F GGATCCTCTAGAGTCGACCTCG
60 pUAGC839 R GAATTCCATGGTCTGTTTCCTG
61 desAB F CATGGAATTCATGACATCAGTTACTGTGCGC
62 desAB R TAGAGGATCCTTATTTTTTCGGCTGGTAATACAAG
63 fabB pUAGC839 F CATGGAATTCATGGTGCGGGTAGTGATAACGG
64 fabB pUAGC839 R TAGAGGATCCTCAAAAATATTTTTGAAGGGCGATC
65 pAM1580 sin luxAB F TGGTGTCCCTGTTGATACCGGG
66 pAM1580 sin luxAB R GGTTACCCGTGACGGGCTACAC
67 fabH pUAGC839 F CATGGAATTCTTGACTCGACCTGGCGTTGG
68 fabH pUAGC839 R CGAGGTCGACCTAAACCACCGTGCCCCAAC
69 Riboswitch F new TGGCAGCACCCTGCTAAGGAGGCAACAAGGGTACCACCATATGCATCG
AGTGCCTGG
70 fabF F CATGGAATTCATGACTGAAACCGGACGCCAG
71 fabF R TAGAGGATCCCTAGGGATGGAATTTCCGGAAGG
72 fabH F TTCGGTACCTTGACTCGACCTGGCGTTGG
73 fabH R TTCCATATGCTAAACCACCGTGCCCCAAC
74 PAM1580 ER F ;?iigTACCGGCCGCGGCCGCAACATTTCCTTATTTGTTGGTATTACG
75 pAM1580 ER R CCTACTAGTGGCCATTTAAATACGTTTAACTGATGCTGAAGGGG
76 Ptrc-fabD NS2 F GGCCACTAGTTTGACAATTAATCATCCGGCTCG
77 Ptrc-fabD NS2 R GGCCGGTACCTTAGACCGTGAGGTCTGCTGCTG
78 Ptrc-fabF NS2 R GGCCGGTACCCTAGGGATGGAATTTCCGGAAGG
79 PnrsB-fabB NS2 F GGCCACTAGTCGGTCTGATCTTAGCGGGGG
80 PnrsB-fabB NS2 R GGCCGGTACCAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGC
31 7H1 delecién fadD F CATTAACCTATAAAAATAGGCTTTCGCTAAGGATGATTTCAGCTTGGGT
CGATGCCCG
82 7H1 delecién fadD R GAAGACGCTAAATCCAGCTGAGCGTAGGAGCAACCCCCTATCGGTCTA
CTCTCCTCAGCCAGC

*En cursiva, las colas empleadas para el método de clonaje “Isothermal Assembly” con homologia al vector donde se
van a clonar; en negrita, la region que hibrida con la secuencia a amplificar; subrayado, las dianas para enzimas de
restriccion.

Tabla 4-5. Oligonucleétidos utilizados para comprobacion y secuenciacién.

Ne Nombre Secuencia nucleotidica (5’ 2> 3’)
83 compr mut rpsL F CCAGCAGCTTGCAGTGTTGACG
84 compr mut rpsL R GCTGCCCAACGTCGTGATAATG
85 compr mut ac graso F CCAAGGCACGTTGCTGGCAG
86 compr mut ac graso R GCGTTGACTCAAGCCAAAGAAGG
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Ne Nombre Secuencia nucleotidica (5’ = 3’)
87 compr mut sik kinasa F CGGAGATCGGCTTGGGCATAG
88 compr integr sik kinasa R CAGCTCTAGCCCCGCAGCAAG
89 compr mut pilA F GGCAGGAATACAAAAGAGTGCGAC
90 compr mut pilA R AAGCCCAATGCGGACGGAG

91 compr mut 7 hyp prot F GAGCCAGGAACCGTTTGGTAGAG
92 compr mut 7 hyp prot R CAGTGCCCAGCGTTCTTCCTC
93 compr mut histidine kinase F GCTCTCGTCGCCCACGACC

94 compr mut histidine kinase R CGCCACAGAGCAGGGGTTCAC
95 compr mut 23 hyp prot F CGCCGCCGCACTATTGAGC

96 compr mut 23 hyp prot R GGCAGCCGAAGGTGGTGATG
97 bioF TGCCACTTGACGTCTAAGAA

98 bioR ATTACCGCCTTTGAGTGAGC

99 compr integr sik kinasa F GGACTCCGCCAGCAGCTTCC
100 syn F AGTCGGCAAATAACCCTCGG
101 syn R GCCAGGCATCAAATAAAACG
102 compr integr 1F GCTTGCCTTCCTATGGTTCGG
103 compr integr 1R CCGCTCCTGCTGCACAGG

104 compr Ptrc F GTGGACCGCTTGCTGCAACTC
105 compr PtrcR GCTTGGCAGACCGCTGGTG
106 compr pAM1580 F CGCTTCCCACGCTGAGAGG
107 compr pAM1580 R CGCCATAAACTGCCAGGCATC
108 compr pAM1580 R new TGCTGGGTAGTTCTCCGCTGC
109 presencia ZH1 R CAAAAAGCCCAACTCCGCCC
110 presencia ZH2 F CCGATACCAGGATCTTGCCATCC
111 compr CDS1319 F new GTCGGCTTGGTCAACATCGGC
112 compr CDS1321 R CACTACGCCTTCGGTGTTGGC
113 Cm end CTCGATATCAAATTACGCCCCGCCCTGCC
114 Cm pro AGTTGATCGGGCACGTAAGAGGTTCCAACTTTCACC
115 syn2 F GCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTC

4.4, Técnicas de biologia molecular

4.4.1. Extraccion y purificacion de ADN de E. coli

e ADN plasmidico de cultivo bacteriano. Se utilizé “GenelET plasmid miniprep kit” de

Fermentas, siguiendo el protocolo del fabricante.

e Purificacién de ADN de gel agarosa. Tras cortar una banda de un gel de electroforesis se

utilizé “GenelET gel extraction kit” de Fermentas, siguiendo el protocolo del fabricante.
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e Purificacién de ADN de una reaccién enzimatica o PCR. Se utilizd “GenelET PCR purification

kit” de Fermentas, siguiendo el protocolo del fabricante.

4.4.2. Cuantificacion del ADN

El ADN se cuantific6 por medidas de absorbancia a 260 nm utilizando el
espectrofotdmetro “NanoDrop 2000” de Thermo Scientific. Siempre se comprobé la pureza del
ADN extraido teniendo en cuenta la relaciéon 260/280 nm (~ 1,8) y 260/230 nm (~ 2), ya que

puede condicionar reacciones posteriores.

4.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En la amplificacién de moléculas de ADN destinadas al clonaje es de capital importancia
que la copia de dichas moléculas sea lo mas fiel posible. Por ello, se utilizaron polimerasas
comerciales de alta fidelidad (ADN polimerasa “Vent” de BiolLabs y “Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase” de Thermo Scientific), para amplificar fragmentos utilizados en clonacién o

utilizados en secuenciacién tipo “Sanger”.

Las PCRs empleadas para la comprobacién de clones se realizaron con una ADN
polimerasa obtenida en nuestro laboratorio cuya tasa de error es similar a la “Biotaq™ DNA
Polymerase” de Bioline (1 -20 - 107 errores/pb). La mezcla de reaccién con esta polimerasa fue:
5 ul de tampdn para PCR 10x (500 mM KCl, 100 mM TrisHCI, 1 % Tritén, pH 9), 2 ul de MgCl, 50
mM, 1 ul de mezcla de nucledtidos 10 mM total, 0,5 pl de cada cebador 100 uM, 0,5 ul de
polimerasa, la colonia bacteriana o el ADN a analizar y agua Milli-Q® hasta un volumen final de

50 pl.

Tres termocicladores fueron utilizados durante este trabajo: “UNO 1I” de Biometra,
“C1000 Thermal Cycler” de BioRad y “TProfessional Thermocycler” de Biometra. En general, el
programa utilizado, con modificaciones en funcién de la polimerasa usada y la molécula a

amplificar, fue:

i) Un paso inicial de desnaturalizacidon de 5 min a 95 °C,

ii) 30 iteraciones de 3 pasos: 30sa 95 °C, 30 s a la temperatura de hibridacién ADN/cebador
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y 1 min por kb de ADN amplificado a 72 °C.
iii) Un ultimo paso de elongacién 10 min a 72 °C.
iv) Mantenimiento de la reaccién a 4 °C.

Sin embargo, cuando utilizamos la polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase”,

el programa utilizado fue el siguiente:

i) Un paso inicial de desnaturalizacién de 30 s a 98 °C,

ii) 30 iteraciones de 3 pasos: 5-10 s a 98 °C, 10 - 30 s a la temperatura de hibridacion

ADN/cebadory 15 - 30 s por kb de ADN amplificado a 72 °C.
iii) Un ultimo paso de elongacién 5 - 10 min a 72 °C.

iv) Mantenimiento de la reaccién a 4 °C.

4.4.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Dependiendo de las longitudes de las moléculas a discernir se emplearon geles de agarosa
al 1 02 %. La agarosa se disolvié en tampdn TBE 0,5x (Tris-HCI 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA
0,5 mM pH 8,2). Tras hervir y disolver la mezcla y atemperar la solucién hasta 60 - 70 °C, se
afiadieron 5 pl de “SafeView Classic” (ABM) por cada 100 ml de agarosa. Las muestras de ADN
se mezclaron en una proporcion 5:1 con tampdn de carga 6x (Azul de bromofenol 0,25 % (p/v),
glicerol 30 % (v/v) en tampdn TBE 0,5x). En funcién de los tamafios moleculares se emplearon
distintos marcadores moleculares: “HyperLadder |” (BioLabs) para muestras de hasta 10 kb, y
“Generuler 100 pb DNA ladder plus” (Fermentas) para tamafios entre 100 y 3.000 pb. La
electroforesis se realizd en cubetas horizontales (BioRad) sumergiendo el gel en tampdn TBE
0,5x, y aplicando voltajes entre 100 - 120 V. Los geles se visualizaron en un transiluminador UV

“Gel Doc 2000” (BioRad) y se analizaron mediante el programa “Quantity One” (BioRad).

4.4.5. Digestion de ADN mediante enzimas de restriccion

Se utilizaron enzimas de restriccion de Thermo Scientific. En un volumen de 20 pl, se

mezclan 2 pl del tampdn de reaccion 10x, 1 pl de enzima, 500 ng de ADN y agua Milli-Q® hasta
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completar. La incubacién se realizé a 37 °C durante 1 h, salvo para enzimas “FastDigest” que
necesitan 10 min. La inactivacion de la enzima se realizé por calor en condiciones dependientes

de la enzima, la mayoria durante 10 min a 65 °C.

4.4.6. Fosforilacion y desfosforilacion

La proporcién de moléculas de vector recircularizadas en una ligacidn tras un proceso de
digestion disminuye si eliminamos los grupos fosfato terminales. Por ello, el ADN de los vectores
se defosforilé utilizando fosfatasas alcalinas de Thermo Scientific “Shrimp alkaline phosphatase”
y “FastAP thermosensitive alkaline phosphatase”. Para una reaccién de 20 ul, 1 pmol de ADN, 2
pl de tampdn, 1 pl de enzima y agua Milli-Q®, incubada 30 min a 37 °C (10 min en el caso de

“FastAP”).

La ligacién del vector desfosforilado con el inserto tendra éxito siempre y cuando este
tenga sus extremos fosforilados. Por eso, cuando las moléculas procedian directamente de una
PCR, se procedid a la fosforilacion de los mismos. Para ello se utilizé “T4 polynucleotide kinase”
de Fermentas: 1 - 50 pmol de ADN, 2 pl de tampén, 2 pul de ATP 10 mM, 1 ul de enzimay agua
Milli-Q hasta un volumen de 20 plincubado durante 20 min a 37 °C, e inactivando a 75 °C durante

10 min. En insertos procedentes de una digestidn este paso no es necesario.

4.4.7. Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacidn se realizaron con “T4 DNA ligase” de Fermentas: 20 - 100 ng de
vector, inserto en una relacion molar de entre 1:1 y 5:1 frente al vector, 1 pl de ligasa, 2 pl del
tampon y agua hasta un volumen total de 20 pl. Si la ligacién era entre extremos romos se
afiadid, ademas, 2 ul de polietilenglicol 4000 al 50 %. Si bien se indica realizar la incubacion 10
min a 22 °C, generalmente se incubd durante la noche. Se inactivé la enzima a 65 °C durante 10

min.
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4.4.8. Métodos de clonaje

4.4.8.1. Ensamblaje isotérmico (“Isothermal assembly”)

El ensamblaje isotérmico es una reaccidén Unica de multiples moléculas de ADN con

extremos coincidentes (Gibson, 2011).

El método se basa en la siguiente sucesién de reacciones (Figura 4-1). La exonucleasa T5
elimina nucledtidos del extremo 5 de dos hebras dobles de ADN con secuencias terminales
solapantes. De esta manera, estas dos moléculas presentan extremos terminales
complementarios que se unen. Entonces la ADN polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase” completa los huecos y la ligasa Taq une los cortes. Toda la reaccidn se realiza a 50
°C; las 3 enzimas funcionan correctamente pero la exonucleasa se va inactivando a esa

temperatura lo que evita que degrade mas ADN del necesario.

Actividad exonucleasa e
hibridacion

‘V'

Actividad DNA polimerasa

‘V'

anana AN INRNRARNNERENINRERERNNNINENNINENINAR

Actividad ligasa

‘V'

Figura 4-1. Proceso de ensamblaje isotérmico de dos fragmentos de ADN. La exonucleasa elimina nucleétidos en la
direccién 5’ -> 3’, dejando porciones de cadena sencilla, lo que hace que hibriden los extremos homdlogos entre
ambos fragmentos (en naranja). La ADN polimerasa afiade nucledtidos en los extremos 3’ libres y la ligasa sella las
mellas.

El procedimiento experimental partio de PCRs para conseguir los fragmentos con los

extremos cohesivos. Los amplificados se corrieron en gel y se purificaron las bandas adecuadas.

Se prepararon 6 ml de tampdn mezclando 3 ml de 1M Tris-HCl pH 7,5, 150 ul de 2 M MgCl,
60 ul 100 mM dGTP, 60 pl 100 mM dCTP, 60 pl 100 mM dTTP, 60 pl 100 mM dATP, 300 pl 1M
DTT, 1,5 g PEG 8000, 300 pl 100 mM NAD y agua Milli-Q® hasta el volumen total. Se dividié en

18 alicuotas de 320 pl, siendo congeladas a -20 °C para su posterior uso. Utilizando una de estas
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alicuotas se prepard la mezcla de reaccidn afadiendo 1,2 ul de exonucleasa T5 (Epicentre), 20
pl de polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” (Thermo Scientific), 160 ul de “Taq
DNA ligase” (BioLabs) y 700 pl de agua Milli-Q®. Se prepararon alicuotas de 15 pl en tubos de

PCRy se guardaron a -20 °C (siendo recomendable usarlas antes de un mes).

El siguiente paso fue mezclar en un volumen de 5 pul los distintos fragmentos a la misma
concentracién molar. Si se estaba construyendo un vector se utilizé como referencia el uso de
aproximadamente 100 ng del fragmento portador del origen de replicacidén y/o la resistencia
antibidtica. Estos 5 pl se afiadieron a una de las alicuotas de mezcla de reacciéon y se incubd la

mezcla durante 1 h a 50 °C.

Por dultimo, el vector resultante se introdujo en la cepa deseada mediante

electroporacion, microdializandolo o purificandolo previamente.

4.4.8.2. “Biobricks”

El sistema “Biobrick” (Shetty et al., 2008) usa un vector que contiene puntos de corte para
cinco enzimas de restriccion, divididos en prefijos (EcoRl, Notl y Xbal) y sufijos (Spel, Notl, Pstl)

(Figura 4-2).

PREFIJO ESTANDAR

EcoRl Notl Xbal
5' GTTTCTT C GAATTC GCGGCCGC T TCTAGA G [BioBrick part] 3'
3' CAAAGAA G CTTAAG CGCCGGCG A AGATCT C [BioBrick part] 5'

SUFIJO ESTANDAR

Spel Notl Pstl

5' [BioBrick part] T ACTAGT A GCGGCCG CTGCAG G AAGAAAC 3'
3' [BioBrick part] A TGATCA T CGCCGGC GACGTIC C TTCTTTG 5'

Figura 4-2. Prefijo y sufijo estandar presentes en los Biobrick. En la parte superior de la imagen se muestran las
dianas de las enzimas de restricciéon que conforman el prefijo. En verde aparece la diana para EcoRl, en blanco la diana
para Notl y en amarillo la diana para Xbal. En la parte inferior se observan las dianas de las enzimas de restriccion
presentes en el sufijo. En naranja se muestra la diana para Spel, en blanco la diana para Notl y en azul la diana para
Pstl.

El segmento de ADN a clonar se amplifica mediante PCR usando un oligonucledtido
directo que contiene los sitios de restriccion del prefijo y un oligonucleétido reverso que
contiene los del sufijo. Este fragmento se clona en un vector “Biobrick” cortando, tanto el inserto

como el vector, con una enzima de restriccion del sufijo y otra del prefijo. También puede
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clonarse en un vector “Biobrick” que contenga ya un fragmento. Si se quiere clonar a la izquierda
del fragmento, es necesario cortar el vector con EcoRl y Xbal e inserto con EcoRl y Spel, y si se
quiere clonar a la derecha, habra que cortar el vector con Spel y Pstl e inserto con Xbal y Spel. El
corte que deja la enzima Xbal, es compatible con el que deja Spel, pero su unién no da lugar a
un nuevo punto de corte para una enzima de restriccién. Esto permitiria clonar un fragmento,
pero por otro lado impediria su futura eliminacidon de la construccidon. Un esquema de este

proceso se representa en la Figura 4-3.

£ x  BeladkA & . X BleBokS 5 € x  BleBrckB 3 & X MioBrck A % B
+ +
® ox BieRrdk A MeRrAk B v p € ox Rishrid & Riolrick A v »
Insercion en el prefijo Insercidn en el sufijo

Figura 4-3. Construccion de plasmidos mediante el método Biobrick. En circulos se representan las enzimas de
restriccion presentes en el vector, donde E representa a EcoRl, X representa Xbal, S representa Spel y P representa
Pstl. El cuadrado redondeado gris representa la cicatriz que se forma entre la uniéon del sito de corte de Xbal con Spel.
Los rectangulos rosas y azules representan las partes que componen estas construcciones.

4.4.8.3. “QuickChange” modificado

Cuando era necesario realizar modificaciones en un plasmido recombinante (cambio de
promotor, adicidon de dianas para enzimas de restriccidon o adicién de un riboswitch), se adapto
la metodologia “QuickChange” de Stratagene (Bok and Keller, 2012). Este método permite
cambiar varios de nucleétidos de la secuencia de un plasmido, para lo que sélo es necesaria una
PCR de la que se obtiene directamente una molécula circular de DNA. Por tanto, es
imprescindible el uso de una ADN polimerasa que no provoque desplazamiento de cadena. Por
ello, se modificé dicho método, generando una molécula lineal de DNA con extremos romos que

posteriormente fue ligada y convertida en circular (Figura 4-4).
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Método

“QuickChange” Método
“QuickChange”

@ / moicado
l

PCR
PCR =
—r
Amplificado lineal
Transformacién l 1 Ligaciony- ‘
transformacion

Figura 4-4. Mutagénesis dirigida mediante el método QuickChange. En el método tradicional “QuickChange”
(izquierda) la mutacion deseada (rectangulo rojo) se incorpora en dos cebadores complementarios. Estos se usan en
una reaccién de amplificacién que genera una molécula circular con dos mellas, una en cada cadena y en posiciones
diferentes. Las mellas son reparadas por la maquinaria celular. En la modificacion del método (derecha de la figura),
cada cebador contiene parte de la region a insertar (rectangulos verdes) y se genera un producto lineal que se liga in
vitro y se transforma.

El quid del método radica en el disefio de los cebadores para realizar una PCR con el
cambio que se quiere realizar en su secuencia. Primeramente, se fosforilaron los
oligonucledtidos siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.4.6 y luego se realizé una PCR
con estos cebadores fosforilados. Se limpiaron los fragmentos de PCR usando los kits descritos
en el apartado 4.4.1 y se trataron con Dpnl para eliminar el ADN molde. La molécula lineal
resultante se sometid a una reaccion de ligaciéon siguiendo el protocolo descrito en el apartado
4.4.7. En dicha reaccion de ligacidn, fue necesario usar bajas concentraciones de ADN con el fin
de maximizar la ligaciéon intramolecular. Finalmente, la molécula resultante se introdujo
mediante electroporacidon en la cepa deseada siguiendo el procedimiento descrito en el

apartado 4.8.3.

4.5. Aislamiento de ADN genomico total de Se7942 para su
secuenciacion

La obtencidon de ADN total de Se7942 se realizd siguiendo el protocolo descrito por
(Tamagnini et al., 1997). Se resuspendieron 50 ml de un cultivo saturado de Se7942 en 500 pl
de Tris—HCI 50 mM, pH 8,0, 10 mM de EDTA. A esta mezcla se afiadieron 0,5 g de bolas de vidrio
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de didmetro 0,6 um, 25 pl de SDS y 500 pl de fenol-cloroformo (1:1, v/v). Las células se lisaron
usando un homogeneizador (“Fast prep-24”, M.P Biomedical), mediante tres ciclos de 30 s a
5.800 rpm, intercalando incubaciones de 2 min en hielo. Posteriormente, la muestra resultante
se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min. Se extrajo la fase superior acuosay se lavé dos veces
con el mismo volumen de cloroformo. A continuacion, se afiadié 1/10 del volumen de acetato
sddico 3 M (pH 5,2) y 2,5 volumenes de etanol al 100 % para precipitar el ADN. La mezcla se
guardd a -20 °C durante al menos 5 h. Finalmente, se centrifugd a 14.000 rpm durante 30 min a
4 °C, se lavo el precipitado con etanol al 70 % y se dejd secar. Cuando el ADN se utilizd6 como
molde para PCR, se resuspendié en 150 ul de agua Milli-Q®. Cuando el ADN se utilizé para
secuenciacion, se resuspendid en 100 pl de buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) y se traté
con 1 pl de ARNasa A (10 mg/ml, Thermo Scientific) durante 1 h a 37 °C. Después se realizé una
limpieza del ADN con el kit de purificacion “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen) y el ADN se

resuspendio, finalmente, en 150 ul de TE.

4.6. Aislamiento de ARN de Se7942 para su analisis
transcriptomico

La obtencién de ARN de Se7942 se hizo siguiendo el protocolo descrito para Brucella
abortus (Sangari et al., 2010). Se recogieron 50 ml de un cultivo de Se7942 a una DO70 de 0,8 y
se trataron con 2 vol de la solucion “RNAprotect Cell Reagent” (Qiagen). Se mezclaron usando
un vértex y se dejaron 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugaron a 4,500
rpm durante 15 min a 4 °Cy se elimind el sobrenadante por absorcion con una pipeta (tras este
paso, se puede congelar la muestra). Se resuspendio el pellet en 300 pl de TEy 45 pul de lisozima
(20 mg/ml, Roche). Se mezclaron por agitacion con vértex a temperatura ambiente en ciclos de
10 s cada 2 min durante 10 - 15 min, periodo en el que tenia lugar la incubacion con la lisozima
afiadida. Después, se anadieron 15 pl de Zwittergente (Calbiochem) al 10 % en agua libre de
ADNasa/ARNasa (Ambion)y 6 pl de proteinasa K (20 mg/ml, Roche). Se incubé la mezcla durante
1 ha 37 °C. Tras este tiempo, se realizé una limpieza del ARN con el kit de purificacion “RNeasy
Mini Kit” (Qiagen) que se eluyd finalmente en 30 pl de agua libre de ADNasa/ARNasa.
Posteriormente, se realizd un paso adicional para eliminar el posible ADN que pudiese quedar
en la extraccion. Para ello, se utilizo el kit “TURBO DNA-free” (Ambion). Una vez tratada la

muestra fue congelada a -80 °C hasta su uso.
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4.7. Secuenciacion de ADN y ARN total de Se7942

4.7.1. Secuenciacion de ADN total

La concentracion de ADN total en las muestras a secuenciar se midié utilizando
“Nanodrop 2000” (Thermo Scientific) y “Qubit 2.0 Fluorometer” (Invitrogen). Para su
secuenciacién, se fragmenté 1 pg de ADN con el ultrasonicador “Bioruptor Nex gen”
(Diagenode), usando un programa de 20 ciclos de 30 s a 4 °C. Se comprobd la calidad de la
muestra utilizando un “Bioanalyzer 2100” (Agilent Technologies) con el kit “DNA 1000” (Agilent
Technologies). A continuacion, se prepararon y validaron las librerias de ADN utilizando el kit
“TruSeq DNA Sample Preparation” y “Bioanalyzer” junto con el chip “High Sensitivity DNA”
(Agilent Technologies). Las librerias se prepararon con un tamafio de inserto de 400 pb y se
colocaron adaptadores para realizar lecturas de secuencia pareadas (“paired-end”) de 101 bases
de longitud (reads). La cuantificaciéon de las librerias se realizd mediante Real Time PCR
utilizando “StepOnePlus Real-Time PCR System” (Applied Biosystems). Se utilizo el kit “TruSeq
PE Cluster v5-CS-GA” (lllumina) para preparar el “Flow Cell”. Finalmente, las muestras fueron
secuenciadas por la empresa “BGI” utilizando “Hiseq 2500 Sequencing System” de “Illumina”. La
calidad de los reads fue analizada con “PRINSEQ” (Schmieder and Edwards, 2011). A
continuacién, estos reads fueron utilizados en “Bowtie2” (Langmead and Salzberg, 2012) para
indexar y mapear contra el genoma de referencia (CP000100.1). Seguidamente, se utilizd
“SAMtools” (Li et al., 2009) para generar un archivo “BAM”, el cual fue visualizado utilizando el

software “Artemis” (Rutherford et al., 2000).

4.7.2. Secuenciacion de ARN total

Se analizé la calidad del ARN total obtenido utilizando el equipo “Experion Automated
Electrophoresis System” (Bio-Rad), junto con el kit de “Experion RNA Analysis” (Bio-Rad). A
continuacién, se sometié al ARN a un proceso de enriquecimiento de ARNm, mediante el kit
“MICROBE express” (Invitrogen). El éxito de este proceso se comprobd utilizando nuevamente
el equipo “Experion Automated Electrophoresis System” junto con el kit de “Experion RNA
Analysis”. A continuacidn, se prepararon las librerias pertinentes, con un tamafo de read de 37

pb, utilizando el kit “ScriptSeq mRNA-Seq Library Preparation Kit Illumina-Compatible”
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(Epicentre). La calidad de estas librerias se analizd mediante “Agilent 2100 Bioanalyzer”.
Seguidamente, se cuantifico las librerias mediante Real Time PCR utilizando “StepOnePlus Real-
Time PCR System” (Applied Biosystems). A continuacién, se utilizé el kit “TruSeq PE Cluster v5-
CS-GA” (Illumina) para preparar el “Flow Cell”. Finalmente, las muestras fueron secuenciadas
por la empresa “BGI” utilizando “Hiseq 2500 Sequencing System” de “lllumina”. Los datos
obtenidos de la secuenciacién fueron cargados en Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 2012) para
indexar y mapear contra el genoma de referencia (CP000101). Seguidamente, se utilizd
SAMtools (Li et al., 2009) para generar un archivo “BAM”, el cual fue visualizado utilizando el

software “Artemis” (Rutherford et al., 2000).

4.8. Técnicas microbiologicas

4.8.1. Medios de cultivo

Para el cultivo de E. coli en medio liquido se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) (triptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, Pronadisa) (Sambrook, 1989). Este medio fue
suplementado con 1,5 % agar (p/v) para los cultivos sélidos. En el caso de crecimiento en medios
selectivos, se afiadieron antibidticos a las concentraciones indicadas: dcido nalidixico (Nx, Sigma-
Aldrich) 20 pg/ml, estreptomicina (Sm, Apollo) 300 pug/ml, ampicilina (Ap, Apollo) 100 pg/ml,
kanamicina (Km, Sigma-Aldrich) 50 pg/ml y cloranfenicol (Cm, Sigma-Aldrich) 25 pg/ml. En el
caso de la cepa 2150, se afiadié acido diaminopimélico (DAP) 30 mM al LB. Los cultivos liquidos
se crecieron a 37 °C en agitacion (120-150 rpm) en matraces de cristal, y el crecimiento en sdlido

se realizd en placas de Petri de 90x14 mm en incubadores a 37 °C.

Para la conservacién de las cepas, se centrifugaron los cultivos en fase estacionaria y se
resuspendieron en una solucion de glicerol-peptona (50 % de glicerol (v/v) y 0,75 % de peptona

(p/V)). Las cepas se guardaron a-20 °C 6 a -80 °C.

El cultivo de la cianobacteria Se7942 se realiza normalmente en medio BG11 (Rippka et
al., 1979), a 30 °C, con iluminacidn de luz blanca fria constante (60 umoles de fotones-m2s?t)y
agitacién orbital (100 rpm) en caso de cultivos liquidos. En otras ocasiones, los cultivos se
crecieron en el incubador “Multi-cultivator MC 1000-OD” (Photon Systems Instruments) a 30 °C
con burbujeo constante de CO; al 3 %. La fuente de iluminacion en este caso son LEDs del tipo

“Cool White” (blanca fria) y la intensidad utilizada varid en funcion de las necesidades de cada
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experimento. El medio de cultivo BG11 se prepara a partir de un concentrado de sales 100x, una
soluciéon 1 M de K;HPO, y NaNOs. Para 1 L de concentrado de sales 100x se necesita 7,5 g de
MgS0,4-7H,0, 3,6 g de CaCl;:2H,0, 0,6 g de acido citrico, 9,3 mg de Na;EDTA, 0,6 g de citrato
férrico-amdnico, 2 g de Na,COs, 286 mg de H3BOs, 181 mg de MnCl,:3H,0, 22,2 mg de
ZnS04-7H,0, 39 mg de Na:Mo04-2H,0, 7,9 mg de CuSO4-5H,0 y 4,99 mg de CoCly-6H,0. La
mezcla se autoclavé 20 min a 121 °C y se conservd en la nevera protegida de la luz, ya que es

fotosensible.

Para la obtencidn de 1 L de medio BG11 liquido se emplearon 10 ml de concentrado de
sales, 200 pl de una solucién 1 M de K;HPQO,, 1,5 g de NaNO3 y 990 ml de agua Elix®. La mezcla

se autoclavé 20 min a 121 °C previo uso.

Para la obtencidn de 1 L de medio BG11, liquido se emplearon 10 ml de concentrado de
sales, 200 ul de una soluciéon 1 M de K,HPO,4 y 990 ml de agua Elix®. La mezcla se autoclavé 20

min a 121 °C previo uso.

Para la obtencion de 1 L de medio BG11 sélido se emplearon 2 botellas. En la primera se
introdujeron los siguientes elementos: 10 ml de concentrado de sales, 200 pl de una solucién 1
M de K;HPQO,, 1,5 g de NaNOs y 490 ml de agua Elix®. En la segunda botella se afnadieron 10 g de
Bacto™-agar (Becton Dickinson) y 500 ml de agua Elix®. Ambas botellas se autoclavaron 20 min
a 121 °C, para finalmente mezclar ambos preparados a la hora de realizar placas de medio BG11

solido, cuando la temperatura del agar fundido era inferior a 60 °C.

Para la preparacion de medio BG11 selectivo, se afiadieron al medio los antibidticos
necesarios en las concentraciones que se indican a continuacién. En medio liquido, las
concentraciones de antibidticos fueron: neomicina (Neo, Sigma) 5 ug/ml si el gen de resistencia
estd localizado en un plasmido y 1 pg/ml si estd en el cromosoma, cloranfenicol (Cm) 5 pg/ml,
espectinomicina (Sp, Apollo) 10 pg/ml y estreptomicina (Sm) 10 pg/ml. En medio sdlido, las
concentraciones fueron: neomicina (Neo) 5 pg/ml, cloranfenicol (Cm) 10 pug/ml, espectinomicina
(Sp) 10 pg/ml y estreptomicina (Sm) 50 pg/ml. En medio sélido con filtro de nitrocelulosa
(superficie en la que se encuentran las células durante el proceso de conjugacidon o
transformacién natural) las concentraciones fueron: neomicina (Neo) 25 pg/ml, cloranfenicol

(Cm) 10 pg/ml, espectinomicina (Sp) 20 pug/ml y estreptomicina (Sm) 50 ug/ml.

El cultivo de Ss7002 se realiza de forma rutinaria en medio A+, a una temperatura
estandar de 30 °C, con iluminacién de luz blanca fluorescente constante (60 pumoles de

fotones'm2-s1) y con agitacién orbital (100 rpm) en caso de cultivos liquidos.
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Para la preparacion del medio A+ es necesaria una solucion de metales P1 1000x cuya
composicion es la siguiente: 34,26 g de H3BOs, 4,32 g de MnCl,-4H,0, 0,315 g de ZnCl, 0,03 g de
MoOs (85 %), 0,003 g de CuSQ,4:5H,0, 0,01215 g de CoCly:6H,0 y agua Elix® hasta 1 L. La mezcla
se autoclavé 20 min a 121 °C y se conservd en la nevera protegida de la luz, ya que es

fotosensible.

Para la preparacién del medio de cultivo A+ liquido se necesitan 18 g de NaCl, 0,6 g de KCl,
1 g de NaNOs, 5 g de MgS04:7H,0, 1 ml de KH,PO4 al 5 % (p/v), 7,2 ml de CaCly al 3.7 % (p/v), 20
ml de Na;EDTA-4H,0 al 0,3 % (p/v), 1 ml de FeCls-6H,0 al 0,389 % (p/v en HClI 0,1 N), 10 ml de
Trizma Base pH 8,2 al 1 % (p/v), 1 ml de la solucion de metales P1 y agua Elix® hasta 1 L. La
mezcla se autoclavd previo uso mediante protocolo estandar. El medio fue suplementado con
una solucion de Vitamina B12 a una concentracion de 4 mg/L. Esta vitamina es termolabil, por
lo que se esterilizé mediante filtracion (filtros con un tamafio de poro de 0,22 um) y se afadié

al medio inmediatamente previo a su uso, pues es fotosensible.

Para la obtencién de 1 L de medio A+ sélido se emplearon 2 botellas. En la primera se
introdujeron los siguientes elementos: 18 g de NaCl, 0,6 g de KCI, 1 g de NaNOs, 5 g de
MgS04-7H,0, 1 ml de KH,PO4 al 5 % (p/v), 7,2 ml de CaCl; al 3,7 % (p/v), 20 ml de Na,EDTA-4H,0
al 0,3 % (p/v), 1 ml de FeCls-6H,0 al 0,389 % (p/v en HCI 0,1 N), 10 ml de Trizma Base pH 8,2 al 1
% (p/v), 1 ml de la solucién de metales P1 y agua Elix® hasta 500 ml. En la segunda botella se
afladieron 15 g de Bacto™-agar (Becton Dickinson) y 500 ml de agua Elix®. Ambas botellas se
autoclavaron 20 min a 121 °C, para finalmente mezclar ambos preparados a la hora de realizar
placas de medio BG11 sdlido, cuando la temperatura del agar fundido era inferior a 60 °C. En
este caso, como ocurre en la preparacion de medio A+ liquido, fue necesario afiadir una solucién

de Vitamina B12 a una concentracidn de 4 mg/L previo a su utilizacidn en cultivos.

4.8.2. Conjugaciones

Para las conjugaciones entre cepas de E. coli, se crecieron los cultivos a 37 °C en agitacién
(150 rpm) durante toda la noche en 10 ml de LB suplementado con el antibidtico
correspondiente. Se lavaron los cultivos de donadores y receptores para eliminar los restos de
antibiodticos y se midid la DOggo. Donadores y receptores se mezclaron en un volumen total de 4
ml en relacion 1:1. La mezcla se centrifugd durante 5 min a 4.000 rpm. El sobrenadante se
desechd y el precipitado celular fue resuspendido en 400 pl de LB. Se prepard previamente una

placa de 24 pocillos, afiadiendo 1 ml de LB agar (suplementado con DAP si era necesario) a cada
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pocillo y dejando solidificar y secar. Un volumen de 15 pl de la mezcla conjugativa se depositd
sobre un pocillo con LB agar de dicha placa preparada previamente atemperada. La placa de
conjugacidon se incubé 1 h a 37 °C. Pasado ese tiempo, se interrumpid la conjugacién,
resupendiendo las células en 1 ml de PBS 1x estéril. Se hicieron diluciones seriadas y se
sembraron 100 ul de las mismas en placas con los antibidticos correspondientes, seleccionando
células donadoras, receptoras y transconjugantes. La frecuencia de conjugacién se expresé

como el niumero de transconjugantes por célula donadora.

Para las conjugaciones de E. coli a Se7942, se emplearon cultivos de cianobacterias
crecidos hasta una DO720 maxima de 0,5 como receptores y cultivos saturados de E. coli como
donadores. Antes de comenzar el protocolo es necesario cuantificar la concentracién de clorofila
(Chl) del cultivo/s de Se7942. Para ello, se centrifugd 1 ml de un cultivo a 13.000 rpm durante 5
min. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 ml de metanol 100 %. Se agité
la mezcla en un vértex durante 1 o 2 min y se centrifugd de nuevo durante 5 min a 13.000 rpm.
Se recogio el sobrenadante y se afadié a una cubeta de espectrofotometria de 1 cm de paso,
para posteriormente medir la DOges en un espectrofotémetro “UV-1603” (Shimadzu). El blanco
de absorbancia (Abs) se realizd con metanol solo. La concentracion de clorofila por ml se calculd
utilizando la siguiente ecuacién: ug Chl/ml = Absees - €(Chl) - 10, donde g(Chl) se corresponde con
el coeficiente de extincion molar de la Chl (13,43). Una vez determinada la cantidad de clorofila
por mililitro, se calculé el volumen necesario de cultivo para cada conjugacion, siendo 15 ug la

cantidad de clorofila necesaria.

Para iniciar el protocolo de conjugacién propiamente dicho, se lavaron los cultivos de
cianobacterias 2 veces con BG11 y se resuspendieron en 100 ul de BG11. El cultivo de E. coli se
lavé también dos veces con LB estéril (en caso de usar la cepa 2150, suplementado con DAP30).
Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas de estos cultivos en volumenes de 1 ml. Se
realizaron las mezclas conjugativas con 15 pug Chl (resuspendidos en 100 pl de BG11) y 100 pl de
la dilucidn correspondiente del cultivo de E. coli. Se prepard también una mezcla control que
solo contenia 15 pg Chl (resuspendidos en 100 pl de BG11) y 100 ul BG11. Se sembraron las
mezclas conjugativas sobre un filtro de nitrocelulosa de 0,45 um de tamaiio de poro (Millipore),
colocados sobre placas de medio BG11 sélido suplementado con 5 % de LBy, en caso de usar la
cepa B2150, también se afiadid DAP30. Las placas con las mezclas conjugativas se incubaron a
30 °C, en condiciones de oscuridad durante la primera hora y a continuacién con luz blanca a 60
umol fotones-m2:s, A las 24 h, los filtros conjugativos se traspasaron a placas de BG11 y se
incubaron en las mismas condiciones de temperatura y luz descritas anteriormente. Tras 24 h,

estos mismos filtros se cambiaron nuevamente, en esta ocasion a BG11 selectivo, suplementado
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con los antibidticos correspondientes. Tras una incubacién de 7 a 14 dias en las condiciones

previamente descritas, aparecen colonias transconjugantes.

4.8.3. Transformacion de ADN

La transformacién de las cepas de E. coli con ADN se realizé mediante electroporacion,

dadas la alta eficiencia del método (Dower et al., 1988) y las facilidades logisticas del laboratorio.

Para la preparacion de las bacterias electrocompetentes se crecieron cultivos en LB hasta
una DOgoo de 0,4-0,6, y tras exponerlas 30 min a hielo, se recogieron por centrifugacion a 4.000
rom durante 15 min a 4 °C en una centrifuga “5810 R” de Eppendorf. A continuacion, se
realizaron 2 lavados en agua Milli-Q® autoclavada y a 6 °C. Seguidamente, se realizd un ultimo
lavado, esta vez con glicerol 10 % (v/v) también a 6 °C en las mismas condiciones de
centrifugacion. Después del ultimo lavado, las células se resuspendieron en un volumen de
glicerol 10 % de tal manera que se concentrasen 100 veces respecto al volumen original del
cultivo. A continuacidn, se prepararon alicuotas de 50 pl que fueron congeladas inmediatamente

en un bafio de hielo seco. Estas alicuotas se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Por su parte, el ADN que se va a electroporar tiene que estar libre de sales. El ADN
procedente de una purificacion se empled directamente, pero el procedente de reacciones
enzimaticas se microdializé antes de su uso. La muestra de ADN se dejo reposar durante 30 min
sobre un filtro de nitrocelulosa “Millipore GS” de 0,05 um de tamano de poro, que a su vez

flotaba en una placa de Petri con agua Milli-Q®.

La transformacion propiamente dicha se realizd mezclando una alicuota de células
competentes y el ADN deseado. Cuando se traté de ADN plasmidico purificado se usaron 1-2 pl,
mientras que en el caso de una ligacién se usé todo el volumen de la reaccién. Esta mezcla se
afiadié a una cubeta de electroporacién de 0,2 cm “Gene Pulser” (BioRad), previamente enfriada
en hielo. Se sometid a un pulso eléctrico (2,5 kV/cm, capacitancia 25 puF y 200 Q) usando un
electroporador “MicroPulser” de BioRad. Rapidamente esta mezcla fue resuspendida en 1 ml de
medio LB estéril precalentado a 37 °C, y se paso el resultante a un tubo Eppendorf de 1,5 mly
se incubd a 37 °C en agitacion durante 1 - 2 h, en funcién de los genes de resistencia a expresar.
Finalmente, se plaquearon 200 ul del cultivo en una placa de Petri con LB agar suplementado

con los antibioticos adecuados para seleccionar los transformantes.
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La transformacion natural de Se7942 se realizé segun el protocolo descrito anteriormente
por (Golden and Sherman, 1984). Se empled un cultivo de Se7942 crecido hasta una DOy de
0,5 como receptor de la transformacidn y se determind la cantidad de clorofila como se indica
en el apartado 4.8.2. Los cultivos se lavaron dos veces con medio BG11 para finalmente
resuspender 10 pg Chl en 100 pl de BG11 y afiadirles 500 ng del ADN transformante. En este
caso, al igual que en la conjugacién, fue necesario preparar una muestra control que consistié
en 10 pg Chl del cultivo (resuspendidos en 100 pl de BG11) sin ADN. La mezcla transformante se
dejé a 30 °C, en agitacidon orbital a 200 rpm y en oscuridad. Tras un periodo minimo de 5 hy
maximo de 24 h, se sembraron las mezclas transformantes en un filtro de nitrocelulosa 0,45 pum
(Millipore) sobre una placa de medio BG11. Esta placa se mantuvo en condiciones controladas
de temperatura (30 °C) y de luminosidad (luz blanca a 60 umol fotones-m=2-s1). Al cabo de 24 h,
el filtro se cambid a una placa de medio BG1l1l suplementada con los antibidticos
correspondientes. Esta placa se incubd en las mismas condiciones que la anterior. Las colonias

transformantes se visualizaron en 7 - 14 dias.

4.8.4. Introduccion de mutaciones en el genoma de Se7942

El reemplazamiento génico mediado por el alelo rps12-R43, se basa en el uso de una
variante de la proteina S12 de la subunidad 30S del ribosoma que confiere resistencia a Sm (pero
es recesiva frente al alelo silvestre) (Funatsu and Wittmann, 1972; Lederberg, 1951). En
cianobacterias, este método estd descrito para Se7942. La cepa GRPS1 es un derivado de
Se7942-R2, en la cual el gen rps12-wt ha sido sustituido por rps12-R43 (codifica una variante
K43R de la proteina), confiriendo un fenotipo Sm® (Matsuoka et al., 2001). En nuestro caso
introdujimos el alelo rps12-R43 en el genoma de Se7942 mediante transformacion natural,
seleccionando los transfomantes por ser Sm® (Figura 4-5, A). Para introducir la mutacion
deseada, se construye un primer vector con un gen de resistencia a Km y el marcador de
seleccidn negativa rps12, flanqueados por el gen mutado a sustituir y el gen aguas arriba o abajo
a este gen (en la misma disposicion en la que se encuentran en el cromosoma de Se792) (Figura
4-5, B). Se utiliza el gen rps12-wt de Ss6803 para evitar las recombinaciones que se darian en el
caso de usar el de Se7942 (Takahama et al., 2004), clonado bajo el promotor del gen psbA1 de
Se7942. Con este plasmido se llevd a cabo una primera transformacién natural, seleccionando a
los transformantes con Km, lo que hace que el intermediario obtenido tenga un fenotipo Km*~,
En este primer proceso, ademas de integrarse en el genoma de Se7942 el gen Km, se inserta

también el gen rps12, por lo que el fenotipo del transformante merodiploide es Sm®, ya que la
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copia wt del gen rps12 es dominante frente a las mutadas (Lederberg, 1951). Seguidamente, los
mutantes obtenidos se utilizaron en una segunda transformacidn natural con un segundo
pldsmido que contenia los dos genes, tal y como se encontraban en el cromosoma de Se7942
(Figura 4-5, C). La unica salvedad es que uno de los genes presentaba una mutacion con respecto
a la cepa silvestre. Esta ultima transformacidon natural se selecciond con Sm, ya que al
desaparecer del cromosoma el gen wt rps12 introducido, el gen rps12-R43 vuelve a manifestar

el fenotipo SmR.

rps12
Izl x rps12-R43 x
|

rps12-R43

!

ZH Gen diana

F ZH H rp512> kan H Gen diana* q

sz W kan
ﬁ ZH H Gen diana* q

Figura 4-5. Esquema del sistema de introduccion de mutaciones o deleciones utilizado. Los cromosomas vy los
pladsmidos se representan como ondas y rectangulos redondeados, respectivamente. Los genes y las zonas homdlogas
(ZH) se representan como rectangulos. Los sitios de recombinacion entre secuencias homdlogas se muestran con
cruces. Nota: en el caso de querer delecionar un gen, el gen diana representado en el esquema seria una zona de
homologia aguas abajo al gen a delecionar.

Como Se7942 contiene entre 3-4 copias de su cromosoma (Griese et al., 2011), hay que
segregar los mutantes obtenidos. Para ello, se subcultivé la bacteria Se7942 varias veces en
medio sdélido suplementado con el antibidtico correspondiente. Posteriormente, se realizd
analisis de las colonias obtenidas mediante PCR, para esclarecer si se habian obtenido mutantes

puros o merodiploides.

4.8.5. Calculo del tiempo de generacion de Se7942
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Las colonias que contenian la construccion deseada fueron se crecieron en 60 ml de medio
BG11 hasta una DOz de ~ 0,6 a la temperatura e intensidad de luz correspondiente para cada
experimento. Los cultivos se inocularon a una DOz, entre 0,04-0,08 y se dejaron crecer hasta
una DOy entre 0,8-1. La DOz, fue monitorizada en el “Multi-cultivator MC 1000-OD” (Photon
Systems Instruments). Para el célculo del tiempo de generacidn se realizaron al menos 3 grupos
de medidas para cada cepa. Los valores obtenidos fueron representados en graficas
semilogaritmicas. La tasa de crecimiento (K’) fue calculada en la fase exponencial temprana de
cada curva de crecimiento, que se corresponde con la pendiente de la recta obtenida en dicha
representacion. De esta manera, el tiempo de generacion fue calculado como Ln2/K’. Se realizd
un andlisis estadistico de los tiempos de generacidn utilizando un analisis de varianza de un
factor (ANOVA), aplicando el test estadistico Tukey-Kramer para comparaciones multiples
usando el software “Prism” (GraphPad Software). Los resultados se presentan como la media

+SD (n = 5), considerando un nivel de p < 0,001 como significativo.

4.9. Técnicas analiticas usadas en Se7942

4.9.1. Calculo del espectro de absorcion de Se7942

La medida del espectro de absorcidn de célula completa se realizo siguiendo el protocolo
descrito por (Tillich et al., 2014) con pequefias modificaciones. Las medidas de absorbancia se
llevaron a cabo en medio BG11 liquido entre las longitudes de onda 380 nm y 800 nm a
temperatura ambiente en cubetas de plastico con un espectrofotémetro “T70+ UV/VIS
Spectrometer” (PG Instruments) con una linea base de BG11 y usando pasos de 1 nm. Se tomé
1 ml del cultivo, independientemente de la DO del cultivo. Para normalizar la representacion
cada valor de absorbancia se dividié por el valor de la absorbancia a 750 nm. Para ello se utilizd
la siguiente ecuacién: Absy = Abs,/Abssso, donde Absy, Absx y Abssso son las absorbancias

normalizada, a una longitud de onda determinada y a 750 nm, respectivamente.

A partir de los datos obtenidos en este espectro, se calculé también el contenido relativo
de ficobiliproteinas (FB) y carotenoides (Ct) respecto al de clorofila a (Chla). El contenido relativo
de FB se calculé como el cociente entre la Abseso y la Abseso, mientras que el de Ct como el

cociente entre la Absass y la Abseso.
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4.9.2. Determinacidn del contenido en pigmentos en Se7942

La extraccion de pigmentos totales se llevd a cabo siguiendo el método del metanol al 100
% (v/v) (Arnon et al., 1974). Se tom6 1 ml del cultivo a una DOyso de 0,65, se centrifugd durante
5 min a 10.000 rpm y a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 1 ml de
metanol 100 % y se dejdé a -20 °C durante 1 h. Tras ese tiempo, se centrifugd a 10.000 rpm
durante 10 min a 4 °C y se midid la absorbancia del sobrenadante a 652 nm y 665 nm. Se usé
como blanco para tomar las medidas metanol al 100 %. La concentracidon de clorofila a (Chla) se
calculd usando la siguiente ecuacion: Chla (ug/ml) = 16,29 - Absees — 8,54 - Absgs,, donde Absess

y Absgsz son las absorbancias a 665 y 652 nm, respectivamente.

Para medir el contenido en carotenoides se utilizé el sobrenadante obtenido y se midié a
470 nm. Para calcular la concentracién de dicho pigmento se utilizé la siguiente ecuacién: Ct

(ug/ml) = [(1.000 - Absazo) - (2,86 - Chla)]/245, donde Absszo es la absorbancias a 470 nm.

La extraccion de ficobiliproteinas se llevd a cabo mediante sonicacién en hielo. Se
tomaron 5 ml del cultivo a una DO7sode 0,65, se centrifugd durante 5 min a 4.000 rpm. Se eliminé
el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 5 ml de PBS 0,01 M pH 7,4 y se sonicé durante 5
min. Tras ese tiempo, se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 min y se midié la absorbancia del
sobrenadante a 615 nmy 652 nm. Estas longitudes de onda corresponden a la absorcion méxima
de la ficocianina (PC) y aloficocianina (APC), respectivamente. La concentracién de cada
pigmento se calculd utilizando las siguientes ecuaciones, donde Abseis y Abses,, corresponden a
las absorbancia a 615 y 652 nm, respectivamente.

PC (mg/ml) = ((Abseis — 0,474 - Abses,))/5,34
APC (mg/ml) = ((Abses, — 0,208 - Abse;s))/5,09
Total ficobiliproteinas (mg/ml) = PC + APC

4.9.3. Determinacion del contenido en acidos grasos de Se7942

Para el estudio de la naturaleza y composicion de los acidos grasos presenten en las
cianobacterias se convirtieron dichos acidos grasos en ésteres metilicos o FAMEs, siguiendo el
protocolo descrito por (Mclnroy and Kloepper, 1995). Se afiadieron 1,25 ml del reactivo de
saponificacion (120 g NaOH, 400 ml metanol, 400 ml agua Elix®) a cada pellet, se agitaron
durante 30 s y se calentaron hasta 100 °C en un bafio durante 5 min. Se retiraron las muestras,

se agitaron durante 30 s y se devolvieron de nuevo las muestras al bafio a 100 °C durante 25
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min. Pasado ese tiempo, se enfriaron las muestras en un bafo de agua fria y se afiadieron 2,5
ml del reactivo de metilacion (384 ml HCI, 550 ml metanol, 266 ml agua Elix®). Se agitaron las
muestras durante 30 s y se trasladaron a un bafio a 80 °C durante 10 min. Tras ello, se enfriaron
nuevamente las muestras en un bafio de agua fria, se afadieron 1,25 ml del reactivo de
extraccidén (200 ml éter etilico, 200 ml hexano) y se agitaron durante 10 min en un agitador
rotatorio a 35 - 40 rpm. Se centrifugaron los tubos 3 min a 3.000 rpm, para separar la muestra
en dos fases, descartandose la inferior. Se recogié la fase superior en un tubo eppendorf de 1,5
ml, al que previamente se habia afiadido 0,5 ml del reactivo de lavado (7,2 g NaOH, 600 ml agua
Elix®). Se centrifugaron las muestras durante 5 min a 7.000 rpm. Se transfirié el sobrenadante a
un vial de cristal de cromatografia de gases y se encapsulé. Se conservaron las muestras a -20 °C
hasta que fueron analizadas por cromatografia de gases en la empresa colaboradora Biomar

(Ledn).

4.9.4. Medida de la actividad de los promotores en Se7942 usando
luminiscencia

La actividad de los promotores se midié utilizando como gen reportero la luciferasa de
Photorhabdus luminescens en un cultivo en crecimiento siguiendo el método detallado en
(Eisenhut et al., 2012). Para determinar la bioluminiscencia producida por un determinado
promotor, se tomaron muestras cada h y se ajusté la DO7 de 1 ml de cultivo con medio BG11
a 0,5. Se transfirieron 100 pl por triplicado de cada una de las muestras a una placa microtiter
opaca de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific). Antes de comenzar a medir, se prepard una
solucidn stock 100 mM de decanal en metanol, que se diluyé justo antes de afiadirla a la placa
con BG11 para dar lugar a una solucidon de uso 2 mM de decanal. Para empezar a medir, se
afiadieron 100 pl de una solucién de uso 2 mM de decanal y la placa se colocé inmediatamente
el en lector de placas “Wallac Victor 3 1420 Multilabel Counter” (Perkin Elmer). La
bioluminiscencia se midié cada 10 s durante 15 min a 30 °C. La maxima emision de luz (alrededor
del minuto 10 después de empezar a medir) se usé como valor de luminiscencia y se relativizo a

la DO72. Los resultados se representan en unidades relativas de luminiscencia (URL).

4.9.5. Medida de la formacion de biofilms en Se7942

Para medir la formacién de biofilms de cultivos de Se7942 se utilizé el ensayo de

adherencia cristal violeta descrito para Ss6803 (Fisher et al., 2013). Para ello, se inocularon los
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cultivos a una DO7 de 0,1 en 2 ml de medio BG11 en tubos de cristal. En cada réplica
experimental, se crecieron los cultivos por triplicado de forma estdtica durante 96 ha 30 °Ca 60
umol fotones-m2-st. La adherencia de los cultivos se midi6 de la siguiente manera: se decanté
de cada uno de los tubos el medio de cultivo que contenia las células no adheridas. A
continuacidn, se lavd cada tubo cuidadosamente 2 veces con 2 ml de BG11. Se tifleron los tubos
con cristal violeta al 1 % (v/v) disuelto en agua Milli-Q® durante 15 min. Pasado ese tiempo, se
lavaron los tubos suavemente 3 veces con agua Milli-Q®. Se resuspendieron las células adheridas
en 1 ml de DMSO vy se agitd vigorosamente utilizando el vortex. Tras ello, se midié la DOs3o de la
mezcla de resuspension en DMSO en un espectrofotémetro “UV-1603” (Shimadzu), utilizando
como blanco DMSO. Cada cepa fue analizada por triplicado y los resultados que se muestran son

las medias de tres experimentos independientes.

4.9.6. Analisis del pilus de Se7942 por microscopia electrdénica

Los cultivos de Se7942 seleccionados para su visualizacidon por microscopia electrénica
fueron crecidos hasta llegar a una DO720 de 2. Una porcidn de estos cultivos fue depositada sobre
rejillas de Fombard recién recubiertas a temperatura ambiente durante 30 min y fueron tefiidos
negativamente con una solucion de 1 % (p/v) de acido fosfotungstico. Las micrografias fueron
tomadas con una magnificacién nominal de x20,000 y x25,0000 con una cdmara GATAN modelo
ORIUS SC 1000 CCD, utilizando el microscopio electréonico JEOL JEM-1011 operando a 80 kV en
el Servicio de Microscopia Electrénica de la Fundacion Instituto de Investigacién Marqués de

Valdecilla (IDIVAL).

4.10. Analisis bioinformaticos para el estudio de las poblaciones
evolucionadas

4.10.1. Identificacion de mutaciones en poblaciones evolucionadas

Los “reads” sin ensamblar obtenidos de la secuenciacidon de las cepas evolucionadas
(resultados obtenidos en el apartado 4.7.1), asi como de las cepas control fueron alineados
frente a la referencia del genoma de Se7942 anotada en GenBank (nimero de acceso es
NC_007604). Para ello, se utilizo el software gratuito “breseq” (Deatherage and Barrick, 2014)

para detectar las mutaciones presentes en las poblaciones experimentales.
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4.10.2. Modelado comparativo de la estructura tridimensional de
proteinas

El modelado comparativo de proteinas es una técnica predictiva que permite obtener una
aproximacién de la estructura atdomica de una cadena polipeptidica en base a estructuras
conocidas de proteinas relacionadas (casi siempre homalogas). En primer lugar, utilizamos el
servidor interactivo “HHpred” para buscar estructuras de proteinas ya resueltas que tengan
homologia con la proteina a modelar (Soding et al., 2005). A continuacidn, utilizamos el
programa “Modeller” (Eswar et al., 2006) o “PHYRE2” (Kelley et al., 2015) para el modelado
estructural comparativo de nuestra proteina de interés. Se utilizd como molde la estructura
tridimensional resuelta con mayor porcentaje de identidad obtenido con “HHpred”, obtenidas

siempre de “Protein Data Bank” (PDB) (Berman et al., 2000).

4.10.3. Herramientas bioinformaticas para el alineamiento de secuencias

Para la visualizacién de los alineamientos de los “reads” obtenidos tanto de la
secuenciacion del ADN como del ARN total de Se7942 y cepas derivadas de esta cianobacteria,

se uso el software gratuito “Artemis” (Carver et al., 2012).

Para el alineamiento multiple de secuencias de proteinas se utilizd el programa
“MUSCLE”, que produce resultados mas precisos y de manera mas rapida que “T-Coffee” y

“MAFFT” (Edgar, 2004).

4.10.4. Procesamiento de datos obtenidos en el RNAseq

Se utilizé el programa SAMtools, para cuantificar la expresiéon génica de los archivos
obtenidos en el apartado 4.7.2, representandola como RPKM (lecturas por kilobase de transcrito
por millén de lecturas mapeadas). Dado que solo se disponia de una réplica de cada una de las
muestras, se dividid cada una de ellas en tres partes, para poder simular que teniamos tres
réplicas bioldgicas y asi poder calcular la expresiéon diferencial. El andlisis estadistico para

calcular la expresién diferencial frente a la cepa control fue realizado con el paquete DESeq
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(Anders and Huber, 2010) y el software R (www.r-project.org/), que usa un modelo estadistico

basado en una distribucién binomial negativa.

4.11. Reconstruccion del modelo metabdlico de Se7942

4.11.1. Herramientas bioinformaticas utilizadas para la reconstruccion del

modelo

Para la reconstruccion del modelo metabdlico in silico de Se7942 se utilizaron las

herramientas bioinformaticas que se describen a continuacidn, asi como el proceso de

configuracion inicial de éstas.

A. Equipo.

a. Un ordenador personal capaz de ejecutar Matlab.

b. Matlab, versidn 7.0 o superior a éste (The MathWorks Inc., Natick, MA). Matlab es un
programa que permite realizar computos numéricos y visualizarlos.

c. COBRA Toolbox version 2.0 o superior a ésta (Hyduke et al., 2011). COBRA Toolbox es un
conjunto de secuencias de comandos especificos para llevar a cabo la reconstruccion y
analisis de modelos basados en restricciones y que corren en el entorno Matlab.

d. La biblioteca de programas libSBML 4.0.1 o superior a ésta.

e. SBMLToolbox versién 3.1.1. o superior para MATLAB que permita leer y escribir modelos
en formato SBML.

f.  Un solucionador de programacién lineal. COBRA Toolbox soporta varios solucionadores
de acceso abierto y comercial. Para este trabajo se utiliz6 GLPK
(https://www.gnu.org/software/glpk/).

g. Un programa que pueda utilizarse para reunir los datos. Este trabajo se llevd a cabo en

Microsoft Excel 2013.

B. Configuracién del equipo.

Instalar Matlab.

Instalar libSBML, el SBML Toolbox, y seleccionar el solucionador GLPK.
Instalar COBRA Toolbox 2.0.

Iniciar Matlab y navegar al directorio de COBRA Toolbox.

Guardar la ruta.

Inicializar COBRA Toolbox escribiendo initCobraToolbox.
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4.11.2. Proceso de reconstruccion metabolica del modelo iMS705

La reconstruccion del modelo metabdlico de Se7942 se llevé a cabo en cuatro etapas
consecutivas, comunes en cualquier reconstruccion: i) construccion del “draft”; ii) curacion

manual del “draft”; iii) conversién a modelo matematico; y iv) evaluacién y analisis; tal y como
muestra la Figura 4-6.

(NC_007604)

Genes ortélogos ’_‘ ’_‘ Genes ortdlogos
& >
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de cianoabcterias metabolismo central
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Figura 4-6. Proceso de reconstruccion de un modelo metabdlico a escala genédmica. Representacién detallada de las
etapas llevadas a cabo en la reconstruccion del modelo iMS705 de Se7942.

Etapa 1: Construccion del “draft” inicial

Como elemento indispensable para llevar a cabo la reconstruccién metabdlica de un
organismo dado, es necesario disponer de una anotacién gendmica de alta calidad. En nuestro

caso, disponiamos del genoma secuenciado y anotado en GenBank de Se7942, cuyo numero de
acceso es NC_007604.

Para la construccion del primer “draft” del modelo, se utiliz6 un modelo metabdlico de
alta calidad existente de una cianobacteria muy cercana filogenéticamente a Se7942, Ss6803

(IN678, (Nogales et al., 2012)). En primer lugar, se procedid a identificar los genes ortdlogos
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entre Se792 y Ss6803 mediante BLASTp reciproco. Para ello, se compard la secuencia de
aminodcidos de las proteinas codificadas en el genoma de Se7942 con las de Ss6803. Se
considerd como genes ortélogos aquellos que obtuvieron doble coincidencia en el andlisis y que
compartieran un minimo de un 40 % de identidad a lo largo de toda la secuencia, un 80 % de
cobertura (% de aminodcido que el BLASTp puede alinear), y un 10%° del valor esperado
(representa el niumero de aciertos que esperaria hallar por casualidad dada la calidad de la
alineacién y el tamano de la base de datos).

La creacion de este “draft” inicial se obtuvo a partir del programa GEMSiRV-MrBac
(http://sb.nhri.org.tw/GEMSIiRV/en/GEMSIRV). Este programa genera un “draft” del modelo de
la cepa Se7942 mediante la asignacidn de las funciones (reacciones) presentes en el modelo de
Ss6803 a los genes ortdlogos previamente identificados en Se7942. Para ello, se introdujo la lista
previamente creada de estos genes ortdlogos al servidor de MrBac. El “draft” resultante fue
exportado a Excel como herramienta de andlisis de datos que permitid6 manejarlos mas
facilmente. Con esta estrategia se identificaron funciones conservadas entre cianobacterias, que

se asocian a 445 genes, 700 reacciones y 730 metabolitos, como puede verse en la Figura 4-6.

Adicionalmente se llevd a cabo otro segundo “draft” utilizando otros dos modelos
metabdlicos de alta calidad de Pseudomonas putida KT2440 (iJN746, (Nogales et al., 2008)) y de
Escherichia coli MG1655 (iJ01366, (Orth et al., 2011)). Como en el caso anterior, se identificaron
los genes ortélogos entre Se7942 y estas dos cepas mediante BLASTp reciproco, utilizando las
restricciones descritas anteriormente. De este segundo “draft” se excluyeron los genes que ya
se habian detectado en la comparativa con Ss6803. Se generd este segundo “draft” con el
programa GEMSIRV-MrBac y se exportd a Excel. Mediante esta estrategia se identificaron
mayoritariamente funciones involucradas en el metabolismo central, las cuales se encuentran
altamente conservadas entre bacterias. Un total de 30 genes, 21 reacciones y 8 metabolitos se

obtuvieron con dicha comparacion (Figura 4-6).

Ambos “draft” generados se unieron en un Unico archivo Excel, con el cual se procedié a

la segunda etapa, la curacién manual.

Etapa 2: Curacién manual de la version inicial del modelo

Aunque la versidn inicial del modelo aporta una informacidn muy aproximada de las
capacidades metabdlicas de Se7942 basado en su contenido génico, no se pueden establecer

con absoluta certeza ciertas propiedades especificas en este microorganismo, tales como la
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localizacién de las reacciones, o la especificidad de sustratos y cofactores, ya que estas
propiedades son generalmente especificas de especie. Debido a esto, con el fin de reflejar en la
reconstruccién las verdaderas capacidades metabdlicas de Se7942, es necesaria una revision
manual de las reacciones incluidas en el “draft” inicial. Esta revisidn se llevd a cabo mediante la
utilizacion de recursos bioinformaticos como BLAST, bases de datos como BRENDA, KEEG o
Metacyc entre otros, asi como a partir de la literaria cientifica existente sobre Se7942 y especies
filogenéticamente relacionadas. La revision manual se realizé sistematicamente siguiendo los

pasos que se describen a continuacién:

1) Revisién manual de la versidn inicial con la ayuda de la literatura existente

La revision manual de cada reaccién se llevd a cabo mediante la comprobacién de los
sustratos y cofactores correctos de cada enzima, puesto que pueden diferir entre organismos.
Posteriormente las reacciones fueron balanceadas tanto en masa como en carga. Ademas se
verificd la correcta estequiometria y direccionalidad de la reaccién, asi como la localizacién

subcelular de cada metabolito.

2) Verificacién de la asociacion gen-proteina-reaccion (GPR)

El “draft” automatico asigna a cada reaccidn el gen o genes que codifican la enzima
responsable. Es por tanto critico verificar manualmente si los genes asociados a una reaccién
son los correctos, puesto que errores en la asociacién de la GPR cambiardn los resultados de los
estudios in silico. La comprobacién de la asociacién de la GPR a cada reaccién en Se7942 se llevd
a cabo con la ayuda de la anotacién del genoma. Para ello, se realizaron alineamientos BLASTp
en la base de datos del NCBI utilizando la secuencia de aminodcidos de las proteinas codificadas
por cada gen. Se asumieron determinados criterios, los mismos que en la etapa 1, que junto con
la revisidn de la literatura cientifica existente, corroboraron si dicha enzima estaba presente en
el metabolismo de Se7942. Ademds, la revision de la literatura permitio verificar si la proteina
funcional era un complejo enzimatico, si la proteina o complejo participaba en mas de una

reaccion, y si mas de una proteina llevaba a cabo la misma funcion.

3) Aportar referencias sobre la informacion actual de cada reaccién

Los datos reunidos de algunos organismos relacionados con el organismo de estudio, asi

como los datos especificos existentes sobre el mismo, se incluyen en la reconstruccién en forma
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de referencias y notas. Asi, se reviso la informacion actual de cada reaccion de la reconstruccion
de Se7942 en recursos bioinformaticos como BRENDA y/o revisando la literatura existente. Estos
datos permitieron revisar las evidencias y material de apoyo para la inclusién de reacciones y

genes presentes en Se7942.

4) Asignacion del valor de confianza a cada reaccion

El valor de confianza proporciona de manera rapida la informacion y evidencias
actualmente disponibles del microorganismo a modelar. Por ello, a cada reaccidn de la
reconstruccion se le asignd un valor de confianza con un rango de 0 a 4, donde O es el valor de

evidencias mas bajo y 4 el mds alto (Tabla 4-6).

Tabla 4-6. Sistema empleado actualmente para la asignacion del valor de confianza de cada reaccion. Tomado de
(Thiele and Palsson, 2010).

Valor de
Tipo de evidencia Ejemplos

confidencia

Evidencias directas para funciones de productos de genes 'y
Datos bioquimicos 4 reacciones bioquimicas: ensayos bioquimicos, purificacién de
proteinas.

Evidencias directas o indirectas para la funcion de un gen:
Datos geneticos 3 caracterizacién de un gen knockout, caracterizacion y
sobreexpresidn de un gen knockin.

Evidencias indirectas para reacciones bioquimicas basadas en

Datos fisiolégicos 2 datos fisioldgicos: productos de secrecion o componentes del

medio que sirven como evidencias para el transporte y
reacciones metabdlicas.

No existen evidencias disponibles, pero la reaccion se requiere
Datos del modelo 1 en el modelo. La funcién incluida es una hipétesis y necesitaria
verificarse mediante experimentacion.

5) Anadir capacidades metabdlicas especificas de cada especie

Para incluir las capacidades metabdlicas especificas de Se7942 carentes en Ss6803, se
obtuvo una lista de genes no comunes entre ambas especies. Manualmente, se revisé esta lista
de genes utilizando recursos bioinformaticos como BLAST, bases de datos como BRENDA, KEEG
o Metacyc entre otros, asi como a partir de la literatura cientifica existente sobre Se7942. En el
caso de la cepa Se7942, el andlisis de estos genes permitid reconstruir gran parte de las rutas de
sintesis de pigmentos no fotosintéticos y de compuestos de la envoltura celular e identificar

transportadores de membrana.
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6) Construcciéon de la funcidon objetivo: la reaccién de biomasa (BOF, “Biomass Obijetive

Function”)

BOF es una reaccién Unica de cada especie que contiene todos los precursores esenciales
gue constituyen el contenido de la biomasa de un organismo. Esta reaccion describe la velocidad
a la que la biomasa celular se sintetiza en las proporciones correctas, por lo que simula el
crecimiento celular (Feist and Palsson, 2010). Puesto que se asume que las bacterias optimizan
su tasa de crecimiento en estado estacionario, la prediccion de flujos in silico, se computa
maximizando la reacciéon BOF, resolviendo asi el conjunto de ecuaciones lineales generado al
usar el analisis FBA. Dado que actualmente existe suficiente informacién sobre la composicion

macromolecular de Se7942, se construyd una BOF especifica que se detalla en la Tabla 4-7. Solo

| “pool” soluble y de iones se utilizé la informacién descrita para

en el caso de la composicidn del “poo

el modelo de Ss6803 (Nogales et al., 2012).

Tabla 4-7. Composicion macromolecular de la biomasa de Se7942 presente en el modelo metabdlico
iMS705.

Categoria Compuesto mmol/g peso seco Compuesto ‘ mmol/g peso seco
ala-L 0,430429 leu-L 0,502770
arg-L 0,276912 lys-L 0,107005
asn-L 0,112680 met-L 0,062237
asp-L 0,209755 phe-L 0,142064
cys-L 0,044171 pro-L 0,223670
Aminoacidos
gin-L 0,249622 ser-L 0,246328
glu-L 0,232409 thr-L 0,212999
gly 0,293231 trp-L 0,071686
his-L 0,070297 tyr-L 0,100144
ile-L 0,222897 val-L 0,272311
datp 0,010891 dgtp 0,013525
ADN
dctp 0,013520 dttp 0,010858
ctp 0,036897 utp 0,030575
ARN

gtp 0,048778 atp 0,038565

Glicégeno Glicégeno 1,233494

Peptidoglicano Peptidoglicano 0,025228

Lipopolisacarido | Lipopolisacarido 0,025228
mgdg140 0,001625 dgdg181 0,003665
mgdgl41 0,001509 sqdgl140 0,000052

Lipidos*

mgdg160 0,055958 sqdg160 0,002711
mgdg161 0,043884 sqdg161 0,001497
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Categoria Compuesto mmol/g peso seco Compuesto ‘ mmol/g peso seco
mgdg180 0,003831 sqdg180 0,000071
mgdgl181 0,008939 sqdgl181 0,000353
dgdg140 0,000819 pgl40 0,000152
dgdgl41 0,000156 pgl60 0,013059
dgdg160 0,019690 pgl6l 0,008513
dgdgl61 0,013218 pgl180 0,000404
dgdg180 0,001287 pgl8l 0,003006
5,10-Metilen
Putrescina 0,033270 0,000223
tetrahidrofolato
5-
Espermidina 0,006744 0,000223
Metiltetrahidrofolato
Acetil-CoA 0,000279 Tiamina difosfato 0,000223
CoA 0,000168 Hemo O 0,000223
Malonil-CoA 0,000031 Protohemo 0,000223
NAD 0,001787 Glutation reducido 0,000223
“Pool” soluble NADH 0,000045 Adenosilcobalamina 0,000223
Undecaprenil
NADP 0,000112 0,000055
difosfato
10-Formil
NADPH 0,000335 0,000223
tetrahidrofolato
FAD 0,000223 Corismato 0,000223
5,6,7,8- 8-Amino-7-
0,000223 0,000223
Tetrahidrofolato oxononanoato
Riboflavina 0,000223
K* 0,170400 Mn2+ 0,003029
NH, 0,011360 Mo0O,2* 0,003029
Mg+ 0,007573 coz* 0,003029
lones
Caz* 0,004544 Zn?* 0,003029
inorganicos
Fe2* 0,006816 SO, 0,003787
Fe3* 0,006816 Pi 0,003787
CuZ 0,003029 Naz* 0,003787
Clorofila a 0,014146 B-Criptoxantina 0,000039
Filoquinona 0,001768 Caloxantina 0,000271
Pigmentos
B-Caroteno 0,002013 Nostoxantina 0,000077
Zeaxantina 0,001471
ATP 53,368511 H,0 48,150193
Gasto de
ADP 53,35 H* 53,35
energia
Pi 53,3462 PPi 0,097082

*Lipidos: mgdg, monogalactosil-diacilglicerol; dgdg, digalactosil-diacilglicerol; sqdg, sulfoquinovosil-diacilglicerol; pg,
fosfatidilglicerol-didodecanoil.
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7) Completar la reconstruccion con reacciones no asociadas a genes

En el “draft” inicial que se generd automaticamente, se asocian genes a todas las
reacciones por similitud de secuencia. Sin embargo, a veces no se conocen los genes que
codifican reacciones bioquimicas bien conocidas en el microorganismo de estudio. Estas
reacciones se denominan reacciones huérfanas. Por otro lado, es bien conocida la existencia de
reacciones espontdneas en sistemas biolégicos. Es por esto que estas reacciones huérfanas y
espontdneas estan ausentes en los “draft” y es necesaria su inclusiéon en un paso posterior. Asi,

un total de 63 reacciones huérfanas y 10 espontaneas fueron afiadidas a la reconstruccion.

8) Completar la reconstruccion con transportadores y reacciones de intercambio

Es necesario introducir reacciones que representen los transportadores de los
metabolitos que se estan intercambiando entre los diferentes compartimentos celulares o entre
estos y el exterior. Este paso es importante para determinar los nutrientes potencialmente
utilizables por el microorganismo de estudio. Es importante contar con evidencias
experimentales para verificar que existen dichos transportadores. También se deben incluir las
reacciones de transporte de metabolitos que se intercambian por difusién como el O, o el CO..

Un total de 115 reacciones de transporte fueron incluidas en el modelo.

Etapa 3: Conversion de la reconstruccion a modelo matematico

Esta etapa se lleva a cabo en dos pasos.

1) Conversion a modelo matematico

La conversién a formato matematico se realizd de forma automatica utilizando Matlab.
De esta forma se construyd la matriz estequiométrica constituida por 843 reacciones y 826

metabolitos.

2) Seleccién de la funcion objetivo

Para resolver los problemas de la programacion lineal usando la aproximacién FBA es
necesario optimizar una funcién objetivo como se ha indicado en la introduccion. A menudo se

utiliza como objetivo la BOF con el fin de estimar los flujos metabdlicos que maximizan la tasa
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de crecimiento del organismo de estudio. Asi, nosotros seleccionamos la reaccion de la biomasa

(BOF) como obijetivo.

Etapa 4: Validacion del modelo y analisis

Para determinar la fiabilidad del modelo, comprobar posibles errores durante la
reconstruccion, o la identificacion de huecos entre rutas metabdlicas, es necesario una
comprobacidn y validacién del mismo. Todos los analisis llevados a cabo en este trabajo se
realizaron con el paquete de software COBRA Toolbox (Hyduke et al., 2011), en el entorno de

computacion de Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA).

1) Denominacidn del modelo final

El modelo iMS705 se nombrd de acuerdo con la convencién para modelos metabdlicos en

donde i es sinénimo de in silico, MS hace referencia a las iniciales del constructor del modelo

(Maria Santos), y 705 indica el nimero de genes incluidos en la reconstruccion.
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5. Resultados

5.1. Evolucion experimental de Se7942

5.1.1. Experimento de evolucion en Se7942

Como se ha mencionado en la secciéon 2.2 del capitulo introducciéon, la evolucién
experimental se define como el estudio de los cambios evolutivos en poblaciones
experimentales como consecuencia de las condiciones impuestas por el investigador (Kawecki
et al., 2012). En nuestro caso, la poblacidn experimental utilizada fue la cianobacteria Se7942 y
las condiciones impuestas fueron el cultivo continuado bajo alta intensidad de luz (1.313 pumol
fotones'm2-s?), alta temperatura (41 °C) y una alta concentracidn de CO; (5 %). Se parti6 de dos
poblaciones de Se7942 genéticamente idénticas, a las que denominamos C11 y C12, que no
estaban adaptadas a las condiciones en las que se iba a llevar a cabo el experimento de
evolucidn. Estas poblaciones se tomaron de la Coleccién de Cultivos del Pasteur (PCC), en la cual
se mantenian en medio BG11 a 25 °C, a baja intensidad de luz (65 umol fotones-m=2-s?), y sin
burbujeo de CO.. Se cultivaron seriadamente en las nuevas condiciones, y se realizaron pases
cada 6 dias (aproximadamente cada 24 generaciones) diluyendo el cultivo 1:130. Se tomaron
muestras en las generaciones 0, 824 y 1248 en el caso de la linea C11 y en las generaciones 0,
728 y 1168 en el caso de la linea C12, tal y como se muestra en la Figura 5-1, para su posterior

analisis.
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Figura 5-1. Esquema del experimento de evolucion de Se7942. 2 poblaciones de Se7942 genéticamente idénticas se
diluian 1:130 cada 6 dias en medio fresco. Se tomaron muestras para su posterior analisis en las generaciones
indicadas (Gp).

Una vez realizado el experimento de evolucidn, se procedié a analizar el tiempo de
generacidn que presentaban las lineas C11 y C12 en las generaciones 1248 y 1168,
respectivamente. Estos experimentos se realizaron en las mismas condiciones en las que se
habia llevado a cabo el experimento de evolucién (41 °C, 1.313 pumol fotoness-m?2sty 5 % CO,)
utilizando como control la cepa ancestral de Se7942. Una de las curvas de crecimiento realizada
con estas cepas se muestra en la Figura 5-2. Calculamos el tiempo de generacién de cada una
de las cepas (ver apartado 4.8.5). Para la cepa ancestral (Go), el tiempo de generacién fue de 8,6
h, para C11-Gia4s, 3,13 h y para C11-Giies, 2,95 h. Por tanto, podemos afirmar que las cepas C11
y C12 han mejorado su tiempo de generacion significativamente como consecuencia del

experimento de evolucion.
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Figura 5-2. Curva de crecimiento de la cepa Se7942 y de las cepas evolucionadas C11y C12. En verde, se representa
la cepa ancestral Se7942; en naranja, la cepa evolucionada C11 generacion 1248 y en azul, la cepa evolucionada C12
generacion 1168. Cada punto corresponde a la media de tres valores de medida de la DO720  DE.

Una vez observamos que las cepas C11 y C12 habian mejorado su tiempo de generacion,
se secuenciaron tanto las poblaciones Gsys y Gi24s de la linea C11, como las G728 y Giies de la linea
C12 para identificar SNPs y/o indels responsables de dicho fenotipo. En la Figura 5-3, se muestra
un esquema de las mutaciones que aparecen en las cepas secuenciadas. Como se observa en
C11-Gsya y C12-Gyzs, las mutaciones que aparecieron en las poblaciones no se habian fijado, ya
que su frecuencia era menor al 100 %. Sin embargo, ya en C11-G143 y C12-G116s, alguna de estas
mutaciones estan fijadas y otras se han seleccionado significativamente. Como controles en la
secuenciacién utilizamos dos cepas, la primera corresponde a una muestra de la cepa silvestre
de Se7942 que se congeld al inicio del experimento y a la que en la Figura 5-3 denominamos
congelada. El segundo control es una muestra de cultivo de la cepa silvestre, misma cepa con la
que se inicid el experimento, que continud creciendo en condiciones de la PCC y se secuencid
junto a las cepas evolucionadas. Cabe destacar que la cepa con la que se inicid el experimento,
a la que en la Figura 5-3 denominamos congelada, ya presentaba ciertas mutaciones respecto a
la secuencia del genoma de Se7942 anotada en GenBank (NC_007604). Por otro lado, la cepa
silvestre que se cultivé de forma continuada a lo largo del experimento solo presenta una
mutacion seleccionada significativamente respecto a las que tenia la cepa congelada. En la Tabla

5-1, que discutiremos a continuacion, se muestran todas estas mutaciones en detalle.
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.. - : 8 ATP sintasa F1, subunidad alfa (C252F)
2 Polipéptido de pilina similar a PilA

9 Proteina hipotética conservada (E1305top)
7 Proteina hipotética conservada (cambio del marco de lectura)
14 Ligasa-CoA de acidos grasos de cadena larga (P216L)
12 Sikimato kinasa (-28 pb, promotor)
16 Polipétido de unidn al ficobilisoma (-35 bp, promotor)
13 Ligasa-CoA de acidos grasos de cadena larga (P2165)
19 Proteina de ensamblaje de fimbrias, similar a PilC (V85G)
21 Histidina kinasa (Q352Stop)
20 Proteina de motilidad “Twitching” (R178G)

24 Proteina hipotética conservada/ARNt-i(6)A37 tiotransferasa MiaB (intergénica, -20/-54)

Figura 5-3. Esquema de las mutaciones presentes en los genomas de las poblaciones utilizadas en el experimento
de evolucidn. En total son 6 poblaciones: congelada, cultivada continuamente, C11-Ggy4, C11-G1248, C12-G728 y C12-
Gi16s. En naranja, se muestran las mutaciones fijadas (proporcién = 100 %). En amarillo, se muestran las mutaciones
seleccionadas significativamente (proporcion > 80 %). En blanco, se muestran las mutaciones no fijadas (proporcion
< 80 %). Solo se representan las mutaciones no presentes en las cepas de partida, congelada y cultivo contintio en
laboratorio, y que han surgido en el experimento de evolucion.

Para obtener las mutaciones, SNPs e indels, que se representan en la Figura 5-3 y en la
Tabla 5-1, se mapearon las secuencias de las dos cepas control y de las cepas evolucionadas
frente a la secuencia referencia del GenBank (NC_007604) con el software “breseq” (ver
apartado 4.10.1). De las nueve mutaciones de la cepa C11-Gsy, solo dos (#12 y #21), se
mantuvieron en la generacion 1248. Por otro lado, en la linea C12, cinco de las nuevas
mutaciones presentes en la generaciéon 728 se mantuvieron en la generacion 1168. Estas
mutaciones corresponden a #8, #9, #14, #19 y #24. Cabe destacar que la mutacién #1 que estaba
presente en los dos controles, congelada y cultivo continlo, se mantenga en generaciones
tempranas de las cepas evolucionadas y desaparezca en generaciones tardias. En su lugar
aparecen otras mutaciones en este mismo gen, mutaciones #2 y #3. Existen otras mutaciones,
sombreadas en verde en la Tabla 5-1, que se encuentran en todas las cepas secuenciadas con
una frecuencia de aparicion del 100 % y que obviamente no se han representado en la Figura
5-3. Estas mutaciones pueden deberse a errores de secuenciacién presentes en la secuencia de
referencia anotada en GenBank o a mutaciones presentes en la cepa de Se7942 que tenemos
en nuestro laboratorio. En la Tabla 5-1 sombreadas en naranja, se muestran dos mutaciones
Unicamente presentes en la cepa control que se mantuvo congelada, #10 y #22. Estas

mutaciones pueden ser errores de secuenciacidn, ya que como se observa en esta misma tabla,
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no estan presentes en la cepa que se mantuvo en cultivo continuo en el laboratorio. En el
apartado siguiente describiremos los genes en los que se encuentran las principales mutaciones

en las lineas C11-Gi24s Y C12-G11es.
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Tabla 5-1. Mutaciones de las poblaciones obtenidas en el experimento de evolucidon. Sombreadas en azul se

muestran aquellas mutaciones presentes en las cepas control (congelada y cultivo continuo) que se conservan en
algunas cepas evolucionadas. Sombreadas en naranja se muestran dos mutaciones Unicamente presentes en la cepa

control que se mantuvo congelada. Sombreadas en verde se muestran aquellas mutaciones que estaban en las cepas

con las que se inicié el experimento y se han conservado en todas las cepas evolucionadas a lo largo de las diferentes
generaciones. Sombreadas en blanco se muestran las mutaciones que han surgido a lo largo del experimento de

evolucion. En la columna donde se indica el tipo mutacion, si la insercion era de gran tamafio se indica con un “+”

seguida de numero de nucleédtidos de la insercidn, pero no la secuencia de la misma. En la columna de anotacidn, si

la insercidn o delecion afecta a una proteina codificante se indica la posicién de la mutaci

la longitud de

on, asi como

la secuencia codificante separadas por /; si es un SNP, se muestra en rojo y subrayado el cambio en el aminoacido
que ha tenido lugar; si afecta a una region intergénica, se indica la posicidn de la mutacién respecto a ambos genes

separada por /. En la columna del gen, la flecha indica la direccion del gen en el cromosoma de Se7942.
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5.1.2. Descripcion de los genes que presentan mutaciones en las
poblaciones evolucionadas

A continuacion describiremos las mutaciones presentes en las poblaciones C11-Giaas Y
C12-Gi16s. Analizamos solo las mutaciones presentes en estas poblaciones, ya que sabemos que
presentan una reduccién en el tiempo de generacion (Figura 5-2) y por ello, seria interesante

determinar su funcién sobre este fenotipo.

5.1.2.1. Mutacidn #2: Polipéptido de pilina similar a PilA

La mutacion #2 de la poblaciéon C11 es una insercidén de seis nucledtidos en la posicidn
49.250 pb del genoma de Se7942. Esta mutacion afecta al gen Synpcc7942_0048, que codifica
para una pilina similar a PilA. El cambio que tiene lugar es una insercion de dos aminodcidos
(isoleucina y valina) tras el aminoacido 39 de la proteina sin cambiar su marco de lectura. Su
abundancia en la poblacion fue de un 88 %. Se7942, al igual que otras cianobacterias, posee otra

copia extra de este gen en su cromosoma, Synpcc7942_0049.

PilA es una subunidad del pilus tipo IV (fimbrias), frecuentes en la superficie de bacterias
gram-negativas. Las fimbrias estan involucradas en virulencia, absorcién del ADN, motilidad
“twitching” y adhesién. Aunque el ensamblaje del pilus es un proceso complejo, los pili son
principalmente homopolimeros de proteinas PilA, las cuales son afiadidas o eliminadas via

ATPasas para extender o retraer el pilus (Schuergers and Wilde, 2015).

Como puede observarse en la Figura 5-4, la mutacién #2 de C11 afecta a una hélice alfa,
dando lugar a un cambio en el plegamiento de la proteina, pero no afectando a su
hidrofobicidad. Este cambio podria afectar a la unidén entre cadenas en el proceso de ensamblaje
del pilus. (Sokol, 2015) muté una de las dos copias del gen pilA en Se7942 y observé que cuando
estan presentes las copias silvestres y mutadas de dicho gen se impedia el ensamblaje del pilus.
Este autor sugiere ademas que existe una interaccion toxica entre ambos tipos de proteinas que

da lugar a una incapacidad para ensamblar el pilus.
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Figura 5-4. Prediccion de la estructura de la proteina PilA de la cepa silvestre (izquierda) y de la cepa C11 (derecha).
Obtenido mediante modelado comparativo utilizando como modelo la estructura 2M7G de la proteina PilA de
Geobacter sulfurreducens de PDB. En rojo, la insercion de dos aminoacidos. Realizado con “Modeller”.

5.1.2.2. Mutacidn #7: Proteina hipotética conservada

La mutacién #7 de C11 afecta a una proteina hipotética conservada. Consiste en una
insercion de un nucledtido en la posicidon 326.326 pb del genoma de Se7942, y estd presente en
el 100 % de la poblacién analizada. Esta insercién da lugar a un cambio del marco de lectura
produciendo un codén de STOP temprano, truncando la proteina y quizas, alterando la

expresion del operdn entero debido al cambio en la estabilidad del ARNm (Figura 5-5).

AFQMRVVAPV@VLTTSHTSIPAQRLQRSISAPV

Cambio del marco de lectura - codones STOP

Insercion

Proteina hipotética conservada Proteina hipotética ATP sintasa FO, subunidad A
I I b b [ | I
Synpcc7942 0329 Synpcc7942_0330
I Il | | [ | | FEHITT T 13

Synpcc7942 0331
| | I I 11 | | O B | I | | 1 [ | B N

[ I P P P
Synpcc7942 0329 Synpcc7942 0330 Synpcc7942_0331
|326100 |326400 |326700 |327000 |327300 |327600 |327060 |328200 |326500

Figura 5-5. Mutaciéon #7 de C11. En la imagen superior se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina y la
secuencia de nucledtidos del gen, asi como el lugar que ocupa la insercién. Se muestran tres marcos de lectura,
correspondiendo el azul al de la proteina silvestre, y los otros dos al de la proteina mutada (el de arriba, si la proteina
se transcribe por la cadena directa; el de abajo, si se transcribe por la cadena reversa). En laimagen inferior se muestra
la posicién que ocupa dicha insercidn en el genoma de Se7942. En azul, se muestra el genoma de la cepa silvestre; en
blanco, el de la cepa C11. Imagen obtenida de “Artemis”.
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No existe informacion anotada sobre esta proteina en las bases de datos. En la Tabla 5-2,
se muestran los resultados obtenidos al realizar una busqueda usando BLASTp. Como se puede
observar, esta proteina esta altamente conservada en cianobacterias, ya que todas las proteinas
gue tienen homologia con la de Se7942 pertenecen a dichos organismos. Podria tratarse de una
metiltransferasa tipo 12, ya que presenta una alta homologia con esta proteina presente en

cianobacterias, como por ejemplo, Oscillatoria sp. PCC 6506 o Fischerella sp. JSC-11, entre otros.

Tabla 5-2. Resultados de BLASTp realizado con la proteina codificada por Synpcc7942_0329.

Numero de

Nombre de la proteina

Organismo

Identidad

E-valor

acceso

Q31RF8_SYNE7 Proteina hlp(.)tetlca no Synechococcus elo.nga.tus (cepa PCC 7942) 100 % 0,0
caracterizada (Anacystis nidulans R2)
Proteina no caracterizada Synechococcus sp. (cepa ATCC 27144 / PCC o
Y1184_SYNP6 sycl184 c 6301 / SAUG 1402/1) (Anacystis nidulans) 100% 0,0
Q3MO9V3_ANAVT Proteina hlp(?tetlca no Anabaena variabilis (cepa ATCC 29413 / PCC 62 % 1,0E-142
caracterizada 7937)
Q8Z0S1_NOSS1 All0012 proteina Nostoc sp. (cepa PCC 7120 / UTEX 2576) 62 % 1,0E-141
BAWI79_9SYNE Dominio de la familia Synechococcus sp. PCC 7335 61% 1,0E-140
metiltransferasa
D8G4U4_9CYAN Metiltransferasa tipo 12 Oscillatoria sp. PCC 6506 60 % 1,0E-139
BAVSN4_9CYAN Dominio de la familia Microcoleus chthonoplastes PCC 7420 61% 1,0E-139
metiltransferasa
G6FU31_9CYAN Metiltransferasa tipo 12 Fischerella sp. JSC-11 61 % 1.0E-138
FAXLKO_9CYAN Dominio de a prot=ina Lyngbya majuscula 3L 60 % 1,06-138
metiltransferasa
AOZF02_NODSP Proteina hipotética no Nodularia spumigena CCY9414 61% 1,0E-137
caracterizada
BSHPBO_CYAP4 |  Metiltransferasa tipo 11 Cyanothece sp. (chl”:ljcc 7425 / ATCC 60 % 1,0€-135
B5W7S2_SPIMA Metiltransferasa tipo 11 Arthrospira maxima CS-328 58 % 1,0E-135
D4ZWE2_SPIPL Proteina hipotética no Arthrospira platensis NIES-39 58 % 1,0E-134
caracterizada
Metiltransferasa tipo 11 (EC Nostoc punctiforme (cepa ATCC 29133 / PCC o
B2J051_NOSP7 2.1.1.64) 73102) 59 % 1,0E-133
. . Cyanothece sp. (cepa PCC 7424) o
B7KKS6_CYAP7 Metiltransferasa tipo 12 (Synechococcus sp. (cepa ATCC 29155)) 59 % 1,0E-132
Q55818 _SYNY3 S1l0487 proteina Synechocystis sp. (cepa PCC 6803 / Kazusa) 59 % 1,0E-131
Proteina hipotética no . o
HOPH27_9SYNC caracterizada sll0487 Synechocystis sp. PCC 6803 subcepa PCC-P 59 % 1,0E-131
Proteina hipotética no . o
HOPCGO_9SYNC caracterizada sll0487 Synechocystis sp. PCC 6803 subcepa PCC-N 59 % 1,0E-131
Proteina hipotética no . o
HOP045_9SYNC caracterizada s110487 Synechocystis sp. PCC 6803 subcepa GT-I 59 % 1,0E-131
Proteina hipotética no . o
F7UTS4_9SYNC caracterizada sll0487 Synechocystis sp. PCC 6803 59 % 1,0E-131
D7E2H7_NOSAO Metiltransferasa tipo 11 Nostoc azollae (cepa 0708) (Anabaena 57% 1,0E-131
azollae (cepa 0708))
. . Cyanothece sp. (cepa PCC 8801) o
B7JXMO_CYAP8 Metiltransferasa tipo 12 (Synechococcus sp. (cepa PCC 8801 / RF-1)) 58 % 1,0E-130
F5UCP6_9CYAN Metiltransferasa tipo 12 Microcoleus vaginatus FGP-2 57 % 1,0E-130

(Shen et al., 2008) han demostrado que la inactivacién de la proteina homdloga de Ss6803
y en Ss7002, no afecta al crecimiento a baja intensidad de luz. Por otro lado, a alta intensidad la
cepa silvestre presentaba un tiempo de generacidn menor que estos mutantes. Por tanto,
podriamos descartar esta mutacion como responsable del fenotipo de crecimiento rapido en la

cepa C11.
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5.1.2.3. Mutacidn #8: ATP sintasa F1, subunidad alfa

La mutacion #8 de C12 afecta a la subunidad alfa de la ATP sintasa F1. Esta mutacion
también se encontré en C11-Ggoa ¥ C12-Gyzs, €n un porcentaje inferior al 50 % (Tabla 5-1). Sin
embargo, en C11 se ha perdido posteriormente, lo contrario de lo que ha ocurrido en C12. La
mutacion que aparece en este gen es un cambio de un nucleétido, G->T, en la posicién 331,632
pb del genoma de Se7942, presente en el 100 % de la poblacidn analizada. Esta mutacion afecta
al aminoacido 252 de esta proteina, dando lugar a un cambio de una cisteina por una

fenilalanina.

La funcidn de la ATP sintasa F1 es la produccion de ATP a partir de ADP en presencia de
un gradiente de protones a través de la membrana. El centro catalitico de esta ATP sintasa F1
estad formado por tres subunidades a y tres B. La ATP sintasa se localiza en las membranas

tilacoidales como una proteina periférica de membrana.

Como se observa en la Figura 5-6, este cambio se produce en un residuo que no esta

conservado en las F1 ATPasas de cianobacterias.

Mutacion

~
-
E=)

Mutation/1-505

Wild/1-505
spl8OSLCE|ATPA_LEPBP/1-504
sp|CLF3N8|ATPA_ACICS5/1-534
sp|Q7NCS3|ATPA_CLOVI/1-513
tr|C2HPC6]C2HPC6_SFPROT/1-505
tr|C3XD59|C3XD59_9HELI/1-505
tr|FOSOT4/FOSOT4_DESTD/1-504
tr/COQTCS5|COQTC5_PERMH/1-504
sp| C4XI08|ATPA_DESMR/1-502
tr|F1Z8N0O|F1Z8NO_9SPHN/1-509
tr|CIMUA2|CIMUA2_SFUSG/1-501
tr|D8PA 90|DSPA90_9BACT/1-505
SpIAGLQH4|ATPA_CLOBS/1-504
tr|F2LW28|F2LW28_HIPMA /1-502
tr/DOLL43|DOLL43_HALO1/1-512
tr|COBIW6|COBSWG6_SFIRM/1-503
tr|BOAD38|80AD38_9CLOT/1-500
SpIA6TK63|ATPA_ALKMQ/1-505
tr|[E6W3T6|E6W3T6_DESIS/1-502
tr]Q1J2C6]Q1JZ2C6_DESAC/1-502
tr|D4H615|D4H615_DENA2/1-502
Spl88CZ12|ATPA_HALOH/1-541
tr|D1CDI2|D1CDI2_THET1/1-508
tr|C8TZ21|G8TZ21_9FIRM/1-502
tr|D7CJSOID7CJSO_SYNLT/1-502
tr|E4M6)3)E4ME)3_9FIRM/1-521
trlFSN4NT|FSN4NT_9FIRM/1-511
tr|[FOMQNB|FOMQNS_9FIRM/1-511
tr|F8ICX3|FBICX3_ALIAT/1-502
tr|F5LSX8)FSLSX8_9BACL/1-504
tr]C2THU?|C2THUZ_BACCO/1-504
tr|C9KMC4|COKMC4_9FIRM/1-505
triFOT2A8(FOT2A8_SYNCF/1-502

)
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Figura 5-6. Alineamiento de un fragmento de las subunidades alfa de las F1 ATPasas de cianobacterias. En azul
oscuro, se representan los aminodcidos conservados entre todas las secuencias; en azul claro, se representan los
aminoacidos conservados en la mayoria de las secuencias; en rojo, la posicién del residuo mutado. Realizado con
" 4

MUSCLE”.
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Por otro lado, si atendemos a la estructura tridimensional de esta proteina representada
en la Figura 5-7, no se aprecian cambios en ninguno de los motivos relevantes, tales como el

encargado de la oligomerizacién o de unién e hidrélisis de ATP (motivo “Walker”).

Silvestre

Figura 5-7. Prediccion de la estructura tridimensional de la subunidad alfa de la ATPasa F1 de Se7942. Obtenido
mediante modelado comparativo utilizando como modelo la estructura 5CDF de la proteina F-ATPasa de Paracoccus
denitrificans de PDB. A la izquierda se muestra el modelo para la cepa silvestre. A la derecha se muestra el modelo
para la cepa mutada. En amarillo, el aminoacido mutado. Realizado con “Modeller”.

5.1.2.4. Mutacidén #9: Proteina hipotética conservada

La siguiente mutacién que analizaremos se encuentra en la cepa C12 y afecta a una
proteina hipotética conservada (sin informacién anotada en GenBank). Esta mutacion también
se encontraba presente en C11-Ggos y C12-G72s, €n un porcentaje menor al 50 % (Tabla 5-1).
Como ocurrié con la mutacién #8, en C11 la mutacion #9 se ha perdido durante el experimento

de evolucién y no aparece en la generacién 1248.

La mutacién que aparece en este gen es un cambio de un nucledtido, una citosina por una
adenina, en la posicidn 441.449 pb del genoma de Se7942 y que estd presente en el 100 % de la
poblacién analizada. Esta mutacidn afecta al aminodacido 130 de esta proteina, dando lugar a un

cododn de STOP temprano (Figura 5-9).

Al realizar una busqueda usando BLASTp, todas las proteinas homdlogas son proteinas
hipotéticas de otras cianobacterias. Esta familia de proteinas presenta un dominio DUF3155
cuya funcion se desconoce. La alta conservacidn entre especies de cianobacterias podria sugerir
conservacién de funcion. Sin embargo, (Rubin et al., 2015) determinaron que este gen no era

esencial en Se7942 creciendo a 37 °C y en condiciones de baja intensidad de luz (70 pumol
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fotones:-m™-s71). Como se observa en la Figura 5-8, el gen Synpcc7942_0452 no forma parte de

ninguno operdn, puesto que los genes que componen su entorno genético son muy diversos.

Synpcc7942_0451

esterasa
Synpcc7942_0448  Synpcc7942_0450 Synpcc7942_0454 Synpcc7942_0456
peptidasa M50  proteina similar a Synpcc7942_0452  cobalamina proteina k
Nifu proteina sintasa fotosistema Il

TR

Synpcc7942_0449 Synpcc7942_0453 Synpcc7942_0455
seril-ARNt sensor GAF queuina ARNt-
sintetasa transduccién sefial ribosiltransferasa
histidina kinasa Tgt

Figura 5-8. Genes que componen el entorno genético de la mutacion nimero 9 que afecta a una proteina hipotética.
En rojo, se muestra el gen en el que se encuentra la mutacion descrita. Imagen tomada del programa “Vector NTI”
(Lu and Moriyama, 2004).

Como se observa en la Figura 5-9, el mutante C12 presenta una delecion de 30
aminodcidos en el extremo C-terminal de esta proteina. Por otro lado, en dicho alineamiento,
se observa un motivo altamente conservado entre cianobacterias. La delecidn se encuentra en
una zona no conservada entre ellas, por lo que podria cambiar la actividad pero no la funcién.
En este caso, no fue posible construir un modelo estructural de esta proteina, ya que no se

dispone de la estructura de una proteina similar para llevar a cabo una prediccién estructural.

WH5701_01530 LaGgRVLAHVPthn1EtGEhKPViAARRYIAE tGleaPALLNVRRNEHTTDRfFlgEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRLIVDqVGEDtLFaGLE sTgSDDWEEMEEYEYAFV
sync_0287 LaGqRVvLAHVPthh1EtGEhKPVTAARRY IAEgv 1mPPALVNVRRNEHTTDRfFUGEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRsIVDhvGEEvIFeGLDLa - SDDWEEMEEYEYAFV
SynkiH7803_0291 LaGqRVLAHVPtfh1EtGENKPVTAARRFIAEgG1vPPALLNVRRNEHTTDRFHEEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRLIVDkiGEEVIFeGLELa - SDDWEEMEEYEYAFV
WH7805_07726 LaGgRVLAHVPtfh1EtGEhKPVTAARRFIAEgGLVPPALLNVRRNEHTTDRfFgEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRLIVDkvGEEVIFeGLELa - SDDWEEMEEYEYAFV
P9303_24871 LaGqRvLAHVPtfh1EtGEyKPVTAARRYIAEsG1isPAiLNVRRNEHTTDRfFLGEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRLIVDsvGEEtMFeGLELT - SODWEEIEEYEYAFV
PMT_1859 LaGgRvLAHVPtfh1EtGEYKPVTAARRY IAEsGlvsPAiLNVRRNEHTTDRfFHEEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRLIVDsVGEEVMFeGLELT - SDDWEEIEEYEYAFV
PMN2A_1634 LaGqRvmsHVPifhlgtGghKPVTAARRFIAEEG1yaPAiLNVRRNEHTTDRf FHEEKGLF sAQYaEENHFLFPSLRVIVEf 1GEDKIFaGLELT - ADDWEEIEEYEYAFV
PMMO268 LaGqRvmMAHVPiYhIEtGkhKPVTAARRFIAEnalsaPsvfNVRRNEHTTDRTFligqKGLF sAQYaEENHFLFPSLKVVVEgiGEEKIFeGLELT - ADDWEEIEEYEYAFV
7PMT9312_0270 LaGgRvmAHVPiYhIEtGkhKPVTAARRFIAENGLlsaPsvfNVRRNEHTTDRTFUgEKGLF sAQYaEENHFLFPSLkfWEgiGEEKIFeGLELT - ADDWEEIEEYEYAFV
Dacsa_1937 QEGRKILA1VPQYnIESGEhKPVTAARRYISaKGIaPPALYVVKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRIVgpeeeQulttttyYs------mmmommmoonnn
PCC7418_3078 QEGRKILs1VPQYnIESGEYKPVTAARKyISaKGIaPPALYVVRRNEHTTDRYFHWAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRIVgpeeeQavqavsaQgry

PCC7424_2692 QEGRkILelVPQYSIESGEDKPVTAARKyIGEQsIaPPAVLtVRRNEHTTDRYFWAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRVygppsktpvatatkr---

SYNGTS_@729 QEGRkILelVPQf nIESGEDKPVTAARRYIqaneIqPPALLiVKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLReyqlptpstktpvGagtr---

PCC8801_3054 QEGRkILelVPQYSIESGEDKPVTAARKyIgQmGIQPPALL iVKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRefgpptptKpLlataVtavay
Oscil63e4_3843 QEGRRILeHVPQYSIESGEDKPVTAARKFIkaEGIvPPALL 1VKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLkffeskaeippValsVr---

ANA_C12245 QEGRRILeHiPQYSIESGEDKPVTAARKFIqaEGI1PPALL1VKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRtLesptaQEpVavaVaV.
Npun_F4029 QEGRRILeHVPQYSIESGEEKPVTAARRFIq2EGI1PPALL 1VKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRVLepspGQEpLalasr-
Nos7524_2190 QEGRRILeHVPQYSIESGEEKPVTAARKFIGaEGI1PPALL 1VKRNEHTTDRYFWAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRILespaGsEpVavGsr-
Cylst_3698 QEGRRILeHVPQYSIESGEEKPVTAARKFIGaEGI1PPALL 1VKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRILeaptGQEpMavasr-

Synpcc7942_0452 LEGRKILA1VPQYSIASGADKPVTAARNFIhsEkIaPPALL1VKRNEHTTDRYFHAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRaLLEeecEyedeeepmbatclvgdrahslreslc

Pse7367_0254 GEGRkILemiPQfSIdSGsDKPVTAARKFINnsGIaPPALL1VRRNEHTTDRYFWAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLR- - -Em;nmr .....................
Synpcc7942_0452-delecionada LEGRKILA1VPQYSIdSGADKPVTAARNFIhsEkIaPPALL1VKRNEHTTDRYFWAEKGLFGAQYVEENHFLFPSLRALLE-----------cccccooecaaaanaann

Secuencia delecionada

Figura 5-9. Alineamiento de un fragmento de la proteina silvestre (Synpcc7942_0452) y la mutada en C12 frente a
proteinas homologas de cianobacterias. La secuencia de la proteina silvestre es la penultima y la de la proteina
mutada es la ultima. Sombreado en azul, se representan los aminodcidos conservados entre todas las secuencias; en
gris, los aminoacidos conservados en la mayoria de las secuencias; en rojo, la zona delecionada en C12. El set de
proteinas homélogas de cianobacterias fue tomado de la base de datos “UNIPROT”. El alineamiento fue realizado con
“MUSCLE”.
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5.1.2.5. Mutacion #12: Promotor de la shikimato kinasa

La mutacion #12 de C11 se localiza en una regidn intergénica. Esta mutacién aparecio en
C11-Gsz4 y en C12-Gy23 con baja abundancia, 9,40 % y 1,90 %, respectivamente (Tabla 5-1). La
mutacion #12 desaparecid de la poblacién C12 durante el experimento de evolucidn después de

la generacién 728.

La mutacién #12 afecta al promotor de la shikimato kinasa (aroK, Synpcc7942_0094).
(Vijayan et al., 2011) ya describen esta regién como un promotor, proponiendo como punto de
inicio de la transcripcion la posiciéon 905.450 pb, y el inicio del gen en la posicion 905.417 pb
(Figura 5-10). La mutacidn se encuentra en la posicién 905.445 pb, a -28 pb del codén de inicio,
por tanto estaria incluida dentro del promotor. La poblacién C11 presenta esta mutacién con
una abundancia del 100 %, y da lugar a un cambio de un nucleétido, una citosina por una timina.
Este cambio podria estar afectando a la unién de la ARN polimerasa o del ribosoma, y por ello a

la expresion del gen.

-
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0SS CHOQ*HAMIASPIPWMTPYRSAGYSSKLRPFREKSE STI.
AGAGCTGTCACCAATGACACGEGATCOCTTCTCCARTTECTTGE CCATACOGCTCGGCTGGGSTGCCTCCAAGCFGCGCCCGTWAGMbGrCGD.TCGw
905400 |ecs420 [se [sa5480 905480
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LOQ*WHCATLIAEGTIG QWY GY[REAPTEELSRGHMNLEFDTIA&

Punto de inicio de la transcripcion

Figura 5-10. Region intergénica con la mutacion #12 de C11. En rojo, se muestra la posicidn del SNP en el extremo 5’
del ARNm de la shikimato kinasa. Imagen obtenida de “Artemis”.

La shikimato kinasa cataliza la quinta reaccién en la ruta del corismato, convirtiendo el
shikimato en shikimato 3-fosfato, tal y como se observa en la Figura 5-11. La ruta del shikimato

tiene como producto final los 3 aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina).
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Figura 5-11. Ruta de sintesis del corismato. En el recuadro en rojo aparece la reaccion catalizada por la shikimato
kinasa. Modificado de (Daugherty et al., 2001)-.

5.1.2.6. Mutaciones #13 y #14: Acido graso de cadena larga-CoA ligasa

Las poblaciones C11 y C12 presentan un SNP en el gen que codifica para la acido graso de
cadena larga-CoA ligasa. En C11-Gia4s, este SNP aparece en la posicion 924.724 pb con una
frecuencia del 100 %, aunque no estaba presente en C11-Gg.4. El cambio que tiene lugar (C->G)
produce un cambio de aminodcido en la posicién 216 de una prolina por una serina. EI SNP
aparece en la posicién 924.725 pb con una frecuencia del 100 % en C12-Giiesy del 20,10 % en
C12-G72s. Al igual que en el caso anterior, el cambio que tiene lugar es C=>G, que provoca un

cambio también en el aminoacido 216 de una prolina por una leucina (Tabla 5-1).

Este gen codifica para FadD, una enzima esencial en el metabolismo de los acidos grasos
y cuya funcion se describe en la introduccion (apartados 2.3.1.2 y 2.3.2.2). Su funcién es
convertir los acidos grasos libres en ésteres grasos acil-CoA (intermediarios en la sintesis de
lipidos complejos), siendo su actividad mayor cuando los sustratos son acidos grasos de mas de
10 atomos de carbono. Esta reaccién es importante para la biogénesis de la membrana y para el

almacenamiento de energia.

Se realiz6 un alineamiento multiple para observar el grado de conservacién del
aminodcido mutado entre cianobacterias. Como se observa en la Figura 5-12, este aminoacido
pertenece a un motivo muy conservado aunque el aminoacido de dicha posicion es variable. Por

otro lado, no se encontrd en ninguna de las secuencias una serina o una leucina en esta posicion.
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Figura 5-12. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de varias proteinas FadD procedentes de cianobacterias.
En azul oscuro, se representan los aminodacidos conservados entre todas las secuencias; en azul claro, se representan
los aminoacidos conservados en la mayoria de las secuencias; en rojo, la posicion del residuo mutado. Realizado con
g 4

MUSCLE”.

En la Figura 5-13, se ha modelado la estructura tridimensional de esta proteina,
observandose la posiciéon del motivo altamente conservado. También se ha modelado la
posicion de la mutacién en las cepas evolucionadas, asi como la distribucidon de su carga e
hidrofobicidad. Como se observa en la figura, la presencia de las mutaciones #13 y #14 no
afectaria ni a la distribucidon de carga, ni a la hidrofobicidad, por lo que la proteina mutada podria
funcionar correctamente. Ademas, la mutacién se encuentra en un “loop” y no en una hélice
alfa u hoja beta, lo que podria explicar el hecho de que la mutacidn no tenga ningun efecto sobre

la estructura tridimensional de la proteina.
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Figura 5-13. Modelo de la estructura tridimensional de la acido graso de cadena larga-CoA ligasa. (A) Modelo de la
estructura de la proteina silvestre FadD obtenido mediante modelado comparativo utilizando como modelo la
estructura 1PG4 de la 4cido graso de cadena larga-CoA ligasa de Salmonella enterica de PDB. En azul, el motivo
altamente conservado entre cianobacterias representado en la Figura 5-12. (B) Figura detallada del motivo
conservado en la cepa silvestre y en las cepas evolucionadas C11 y C12. En la imagen superior, se muestra en amarillo
la posicion de la mutacién dentro del motivo. En la imagen del medio, se muestra la distribucion de la carga dentro
del motivo (en rojo, residuos con carga negativa; en azul, residuos con carga positiva; en blanco, residuos sin carga).
En laimagen inferior, se muestra la distribucidn de la hidrofobicidad dentro del motivo (en azul claro, residuos menos
hidrofilicos; en azul oscuro, residuos mas hidrofilicos; en rosa, residuos menos hidrofébicos; en rojo, residuos mas
hidrofébicos). Realizado con “Modeller”.

5.1.2.7. Mutacién #16: Region intergénica entre dos genes que codifican para un
polipéptido de union al ficobilisoma

Tal y como ocurria con la mutacién #12, la mutacion #16 se encuentra en una region
intergénica de la poblacion C12. Esta mutacidn también aparecia en C11-Gsz1 y en C12-Gy;s con
una abundancia en torno al 40 %, perdiéndose en C11-Gi4s (Tabla 5-1). En la mutacién #16 se
produce un tansversidn de C->A en la posicion 1.062.322 pb. Como puede verse en la Figura
5-14, la mutacién se encuentra entre dos genes (Synpcc7942_ 1049 y Synpcc7942_1050) que
codifican para dos polipéptidos de unidn al ficobilisoma. La secuencia nucleotidica presenta una
identidad del 58 % entre ambos genes, mientras que las proteinas codificadas presentan una
identidad del 49 %. La mutacién se encuentra a 35 nucleétidos del codén de inicio del gen
Synpcc7942_1050. Comparando esta situacion con la shikimato kinasa, podriamos pensar que
esta mutacién afectaria al promotor del gen Synpcc7942_1050. Sin embargo, analizando los

datos del transcriptoma de Se7942 (Vijayan et al.,, 2011), determinamos que esta region
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intergénica a un ARNm policistronico de los genes Synpcc7942 1048, Synpcc7942_ 1049 vy
Synpcc7942 1050, no a un promotor. Para determinar si la mutacién afecta a la expresion del

ARNmM, seria necesario realizar RNAseq. Estos resultados se explican en el apartado 5.1.6.

[ It I | It )
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| i @) T Sl e T
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Figura 5-14. Representacion de la region intergénica con la mutacién #16. En rojo, se muestra la posicion del SNP.
Imagen obtenida de “Artemis”.

La funcién de estos polipéptidos es el acoplamiento de la ficocianina a la aloficocianina en
los nucleos de los ficobilisomas. También determinan el estado de agregacidn y la localizaciéon
de las unidades de ficobiliproteinas en forma de disco dentro de los ficobilisomas y modulan sus
propiedades espectroscdpicas para mediar en una transferencia de energia dptima y directa

(Figura 5-15).

Varilla Ndcleo Proteinas de unién

Figura 5-15. Representacion esquematica de un ficobilisoma de Se7942. (Guan et al., 2007) determinaron que la
subunidad de 27 kDa estaba codificada por el gen Synpcc7942_2030, la de 33 kDa por el gen Synpcc7942_1049, la de
30 kDa por el gen Synpcc7942_1048 y la de 9 kDa por el gen Synpcc7942_1050. Los genes Synpcc7942_1049 y
Synpcc7942_1050 pertenecen al mismo operdn junto al gen Synpcc7942_1048. El gen Synpcc7942_2030, en cambio,
se encuentra aguas arriba de esta region. PC, ficocianina; APC, aloficocianina. Los nimeros que aparecen a la derecha
en la imagen corresponden al peso molecular (en KDa) de los polipéptidos de unidn al ficobilisoma. Modificado de
(Bhalerao et al., 1995).

5.1.2.8. Mutacion #19: Proteina de ensamblaje a fimbrias, similar a PilC

La mutacion #19 se encuentra en el 100 % de la poblacidon de C12-Gii6s ¥ afecta a una

proteina de ensamblaje a fimbrias similar a PilC. Esta mutacién también aparecia en C11-Ggq y
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C12-Gys, en un porcentaje menor al 40 %, no encontrandose en C11-Giys (Tabla 5-1). La
mutacién #19 es un cambio de un nucleétido de A->C en la posicidén 2.146.923 pb. Afecta al

aminoadcido 85 de esta proteina de 410 aminodcidos, dando lugar a un cambio de una Val->Gly.

La Figura 5-16 muestra un alineamiento de la secuencia de la proteina silvestre y de la
proteina mutada de Se7942, frente a la secuencia de homdlogos en otras cianobacterias. El
aminodacido mutado en la cepa C12 esta altamente conservado entre cianobacterias, por lo que

la mutacién podria afectar a la actividad de la proteina.

Mutacién

\

P9303_ee171 kntKssnLGlfsIdlaaafekspgVKDKAVFask1AtLVJAGVPIVRsLd1manQqrlPm
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PCC7418_1053 ----GldL-DMDLsVvIEerLSgVgVKDKAiFSRQFsamVNAGVEIVRCLsVLSEQCANPK
Xen73@5DRAFT_00012830 ----al---DLDLsqLElaLTtVkVKDKAVFSRQFsVmVNAGVAIVRCLGILSdQagN1K
SYNGTS_1994 ----Gg---EInLefLEn1LNnVSVKDKAVFSRQFsVmINAGVAIVRCLGVLSEQCPNPK
PCC8801_1612 ----Gm---DIDLsaIElaLSnVkVKDKAVFSRQFsVmINAGVAIVRCLGILSEQasNPK
PCC7424 4184 ----Gi---DIDLsfLds1LSnITVKDKAVFSRQFsVmINAGVAIVRCLGVLSdQsgNkK
Lepto7375DRAFT_4193 ---RG1---NLnwedMkt sLvQVSVKDKAVFSRQFAaLVNAGVE1VRgiGILgEQCPNPK
Nos7524_4565 ---QsfSa-NfDfgkfqt sLVKVTVKeKAVFSRQ1AtLVNAGVAIVRgLGVLadQCtNsK
Npun_R@116" - --QGfqp-DIalkkfqnsLvKVSVKDKAVFSRQFAVLmNAGVRIVR s LGVLSEQCsNtK
Cal75@7 1856 ---QG1SI-sfDLkkLgnsfvKVTVKDKAVFSRQFAaL t SAGVAIVRsLGVLSEQCsNPK

Figura 5-16. Alineamiento de un fragmento de la proteina silvestre y la mutada frente a proteinas homadlogas de
cianobacterias. Los nombres de la proteina silvestre y de la proteina mutada se indican con un recuadro verde. Con
un recuadro rojo se indica la posicion que ocupa la mutacidn en la secuencia. En azul, se representan los aminodcidos
conservados entre todas las secuencias; en gris, los aminoacidos conservados en la mayoria de secuencias. El set de
proteinas homologas fue tomado de la base de datos “UNIPROT”. El alineamiento fue realizado con “MUSCLE”.

Esta proteina de ensamblaje a fimbrias, similar a PilC, esta involucrada en la translocacion
de pilinas tipo IV (PilA) desde el citoplasma al espacio periplasmico. Se encuentra en la
membrana interna de las células y podria actuar como una proteina de membrana politdpica,
atravesando varias veces la membrana. Es necesaria para en la competencia para la
transformacion de ADN en cianobacterias como Se7942 (Schatz et al., 2013) y Ss6803 (Bhaya et
al., 2000). Estos mismos autores determinaron que la disrupcién de la proteina PilC, mediante
su truncamiento con un gen de resistencia a espectinomicina, suprime la competencia natural.
Dado que la mutacion afecta a una proteina involucrada en la competencia para la

transformacidn, podria afectar a dicha funcién.

En este caso, no pudimos construir un modelo estructural con suficiente valor de
confianza para determinar si la mutaciéon afectaba a la estructura de la proteina, asi como a otras

caracteristicas de la misma.

137



5. Resultados

5.1.2.9. Mutacidn #20: Proteina de motilidad “Twitching”

La mutacion #20 se encuentra en la proteina de motilidad “Twitching” (PilT) en C12-Gi1es
con una abundancia del 100 % (Tabla 5-1). No aparecié en C12-Gyzs, ni en ninguna de las
poblaciones C11. La mutacion #20 es un cambio de un nucleétido (G—>C) en la posicidon
2.146.923 pb del genoma de Se7942. Afecta al aminoacido 178 de esta proteina, de 362

aminoacidos, dando lugar a un cambio de una Arg->Gly.

La Figura 5-17 muestra el alineamiento entre la proteina silvestre y la proteina mutada. El
aminodcido mutado esta muy conservado en las cianobacterias analizadas, por lo que la

mutacion podria afectar a la actividad de la proteina.

L{//////, Mutacion

SynWH7803_0020 TTTLAALLDhINhSRAEHILTiEDPIEFVyksdgSLVHQRRLNEDT rSFANALRAA
Nos7524 4566 TTTLAAMiDLINRTKAEHILTVEDPIEFVyepiKSLVHQRRLGEDTKSFANALKAA
Synpcc7942_207@-silvestre [TTTLAAVieLINRSRAEHIiTVEDPIEFVyqpaKSiiHQRRLGEDTKSFANALRAA
Synpcc7942 207@-mutada TTTLAAVieLINRSRAEHIiTVEDPIEFVyqpaKSiiHQgRLGEDTKSFANALRAA

Dacsa_1182 TTTLAAILDMINRTRhEHVLTVEDPIEYVFPNeKcLFHQRRKGEDTKSFANALKAA
SYNPCC7002_A0697 TTTmAAMLDLINRTRAEHILTVEDPIEYVFPNhKSLFHQRQKGEDTKSFANALRAA
SYNGTS_1993 TTTLAAILDLINRTRAEHILTiEDPIEYVFPNvrSLFHQRRrGEDTKSFsNALRAA

PCC8801_1611 TTTLAAILDLINRTRgEHILTVEDPIEYVFPNiKSLFHQRRKGEDTKSFANALRAS

Figura 5-17. Alineamiento de la proteina PilT silvestre y la mutada frente a proteinas homélogas en otras
cianobacterias. Las secuencias de la proteina silvestre y de la mutada se indican con un recuadro verde. Con un
recuadro rojo se indica la posicién que ocupa la mutacién en la secuencia. En azul, se representan los aminoacidos
conservados entre todas las secuencias; en gris, se representan los aminoacidos conservados en la mayoria de las
secuencias. El grupo de proteinas homélogas fue tomado de la base de datos ““UNIPROT””. El alineamiento fue
realizado con “MUSCLE”.

PilT es una ATPasa de funcidn relacionada con la retraccion del pilus. Se localiza en el
citoplasmay es requerida tanto para la motilidad tipo “Twitching” como para la competencia en

transformacion.

Como se observa en la Figura 5-18, A, la mutacién #20 se encuentra en una hoja beta. La
proteina PilT de Se7942 presenta cuatro regiones conservadas entre homdlogos bacterianos,
motivo “Walker A” (aminoacidos 132 a 140), caja Asp (aminoacidos 157 a 165), motivo “Walker
B” (aminoacidos 250 a 256) y caja His (aminoacidos 272 a 280) (Okamoto and Ohmori, 2002).
Estos cuatro motivos estan asociados con la unidn e hidrélisis de ATP (Jakovljevic et al., 2008).
Aunque la mutacidn se encuentra fuera de estas cuatros regiones pudiera ser esencial, ya que

esta altamente conservado en cianobacterias.

La distribucién de cargas en la proteina silvestre y la mutada es diferente (Figura 5-18, B).

El residuo mutado cambia la distribucidn de carga en zonas adyacentes al mismo. De esta
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manera, disminuyen las zonas de carga positiva cercanas al resiudo mutado, y aumentan las
zonas de carga negativa cercanas al mismo. En la Figura 5-18, C, se observa la posicion y el
tamanio del residuo mutado, siendo este residuo (Gly) menos voluminoso que el de la proteina

silvestre (Arg).

Silvestre Mutada

Figura 5-18. Modelado de la proteina de motilidad “Twitching”, PilT. (A) estructura tridimensional de la proteina
silvestre y mutada utilizando como modelo la estructura 3JVV de la proteina PilT de Pseudomonas aeruginosa de PDB.
En amarillo, el residuo mutado. (B) Distribucion de cargas en las proteinas silvestre y mutada. En rojo, residuos con
carga negativa; en azul, residuos con carga positiva; en blanco, residuos sin carga. (C) Posicién y tamafio del residuo
mutado en las proteinas silvestre y mutada. En amarillo, el residuo mutado. Realizado con “Modeller”.

5.1.2.10. Mutacion #21: Histidina kinasa

La mutacion #21 aparece al 100 % en la poblaciéon C11-Gia4s y afecta a la histidina kinasa
SasA. También aparecia en C11-Gszs con una abundancia del 12,30 %, pero no en ninguna
poblacion C12 (Tabla 5-1). La mutacidn #21 es un cambio de C-=>T en la posicion 2.195.880 pb
del genoma de Se7942. Afecta al aminoacido 352 de esta proteina de 387 aminodacidos, dando

lugar a un codén de STOP temprano.
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Como se observa en la Figura 5-19, la delecion afecta a la region C-terminal de la proteina
SasA, eliminandose 34 aminodcidos. Esta region estd altamente conservada en cianobacterias,

por lo que su eliminacion podria dar lugar a pérdida de actividad de la proteina.

syc1978 ¢ ADPJRIRQVLVNLVDNAIKYTPpGGTITIAALHRTSQKVQISISDTGSGIPRDQL svIFkN1vRLSRDSSQEGYGIGLSVCQRIv QAHfGRIWaSe 16GQGSt FHF TmPVYRYTHMPC
syc1978 c ADPJRIRQVLVNLVDNAIKYTPpGGTITIAALHRTSQKVQISISDTGSGIPRDQLsvIFKN1vRLSRDSSQEGYGIGLSVCQRI V! Wy PVYRYTHMP
Synpcc7942_2114-silvestre ADPJRIRQVLVNLLDNAIKYTPpGGTITIAALHRTSQKVQISISDTGSGIPRDQLsVIFKN1vRLSRDSSQEGYGIGLSVCQRI AHfGRINVaSe IGQGSt FHFTHPVYRYTMPC
Synpcc7942_2114-mutada ADPJR1RQVLVNLLDNAIKYTPpGGTITIAALHRTSQKVQISISDTGSGIPRDQLSvIFKN1VRLSRDSSQEGYGIGLSVCQ] -~ <= =~ === == === === w=cmmemmemmm e e e
SYNPCC7002_A2818 gDrE1IRQViVNLLDNAIKYsPeGGlvrlvgLHRT1QqVQVSyiDTGhGIPeEEGEKIFE gHFRLKRDATQEGYG1GLaVCrqIIQAHGGRIWVDS tPGRGSeFHFTLPVsgdraga
s110750 ADeE1IRQViaNLLDNAIKYTPahGSITvgALHRTtQKVQVSITONGPGIPnskqEtIFE gHFRLGRDeqtdGYG1GLS 1CrkIIQAHYGQIWVDS rPkQGSs FHFTLPVYR- - - -
SYNGTS_2178 ADeE1IRQViaNLLDNAIKYTPahGSITvgALHRTtQKVQVSITONGPGIPnskqEtIFE gHFRLGRDeqtdGYG1GLS1CrkITQAHYGqIWVDS rPkQGSsFHFTLPVYR--- /-

Cyan8802_1331 ADeE1IRQViVNLLDNAIKYTPsGGkvTvsiLHRTtQKVQVSIcDTGPGIPeEkQErIFE gHFRLKRDGekEGYG1GLS1CrkIIr tHYGQINVDS vPdQGScFHFTLPVCR- - /-~
Ava_3171 ADPERIRQVLINLLDNAIKYTPeGGTIsIAgLHRTtQKVQfSIgDTGPGIPtDnrErIFENHYRLeRDeAKEGYGIGLS1CQRIIrAHYGqINVDSnPhgGawFHFTLPVYps /- - -
Syn7502_01094 ADPERVRQVLINLigNAIKYTPiGGeITvAvVLHRTSQKVeItvIDnG1GIPmk 1rDrIFEdrFRvgendeQEGYGIGL aVCQRII rAHYGRIWVDS agkQGS s FHFTLPVY - /- - - -

Region delecionada

Figura 5-19. Alineamiento del extremo C-terminal de la proteina silvestre SasA y la mutada frente a proteinas
homoélogas de cianobacterias. Las secuencias de las proteinas silvestre y mutada se indican con un recuadro verde.
Con un recuadro rojo se indica la posicidn de la delecion. En azul, se representan los aminoacidos conservados entre
todas las secuencias; en gris, aquellos aminoacidos conservados en la mayoria de las secuencias. El grupo de proteinas
homdlogas fue tomado de la base de datos “UNIPROT”. El alineamiento fue realizado con “MUSCLE”.

El gen sasA codifica para una histidina kinasa que, junto con un regulador de respuesta
codificado por rpaA, forma un sistema regulatorio de dos componentes que ayuda a mantener
el control circadiano de la expresion génica (Takai et al., 2006). Respecto a la asociacidn con el
oscilador Kai, la informacidn temporal fluye desde la proteina del ritmo circadiano KaiC a SasA.
KaiC mejora el ratio de autofosforilacion de SasA en su residuo conservado de histidina 161
(aunque SasA no influye en la actividad autokinasa de KaiC) (Smith and Williams, 2006). SasA
transfiere su grupo fosforilo a RpaA, que se activa. La diana de RpaA no se conoce (Mackey and

Golden, 2007).

SasA presenta un dominio N-terminal de interaccién con KaiC (aminoacidos 1-97) y un
segundo dominio C-terminal histidina kinasa (aminodacidos 158-382). Como la delecién se
encuentra en la regién C-terminal de la proteina (a partir del aminoacido 352), podria afectar a
la actividad del dominio histidina kinasa. El residuo de histidina-161, que autofosforila a SasA no

esta afectado por la delecién. Tampoco afectaria a la interaccién con KaiC.

La Figura 5-20 muestra un modelo tridimensional de la proteina SasA de la cepa silvestre
y la delecién #21. La delecidn afecta tanto a una hoja beta, como a una hélice alfa y un lazo, que

desaparecen en la proteina mutada.
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Proteinasilvestre Proteina mutada

Secuencia
delecionada

Figura 5-20. Modelo estructural de la proteina SasA silvestre y la delecion #21. Obtenido mediante modelado
comparativo utilizando como modelo la estructura 4U70 de la histidina kinasa de Lactobacillus plantarum de PDB. A
laizquierda, en amarillo, se representa a la proteina silvestre; a la derecha, en azul, se representa a la proteina con la
delecidén; en rojo, la zona delecionada. Realizado con “PHYRE2”.

5.1.2.11. Mutacidn #24: Region intergénica entre un gen que codifica para una
proteina hipotética conservada y un gen que codifica para la ARNt i(6)A37
tiotransferasa MiaB

La mutacién #24 se encuentra en una region intergénica de C12-Giies, cuya abundancia
en la poblacion C12-Giies es del 80,70 %. También estaba presente en C11-Gsgaa y en C12-G725 con
una abundancia menor al 41 %, pero no en C11-Gius (Tabla 5-1). La mutacién #24 es una
insercion de 18 nucledtidos en la posicidén 2.441.393 pb del genoma de Se7942. Esta region
intergénica pertenece a un operén de ARNm, no a un promotor, segin los datos del
transcriptoma de Se7942 (Vijayan et al., 2011). Para determinar si la mutacion afecta a la
expresion del ARNm, seria necesario realizar RNAseq. Estos resultados se explican en el apartado

5.1.6.

5.1.3. Comprobacion de la presencia de las mutaciones identificadas en
la cepa C11-Gi2ss

Dado que C11-Gi2s presentaba tan solo cinco mutaciones frente a las nueve mutaciones

de C12-Giies, seleccionamos C1l1-Gixs para identificar las mutaciones responsables del
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crecimiento rapido. Con tan solo cinco mutaciones, C11-Gixs ya presenta una tasa de
crecimiento maximo respecto a la cepa silvestre, por lo que seria mas facil identificar cual(es) de

ellas eran responsables de dicho fenotipo.

Resecuenciamos mediante el método “Sanger” las 5 mutaciones de C11-Giss, para
confirmar los cambios observados en la secuenciacién “Illlumina”. Se realizé una PCR de cada
una de las regiones de C11-Gia4s que tenia la mutacidn, y una PCR extra de una regidn que
contiene una mutacion presente en las cepas control del experimento de evolucién, la mutacidn
#23. Para amplificar la regidn de la mutacién #2 se usaron los cebadores 89 y 90, para la #7 los
cebadores 91y 92, para la #12 los cebadores 87 y 88, para la #13 los cebadores 85 y 86, para la
#21 los cebadores 93 y 94 y para la #23 los cebadores 95 y 96. Los tamafios de banda que se
obtienen son de 538 pb, 975 pb, 950 pb, 667 pb, 1094 pb y 1010 pb, respectivamente (Figura
5-21). En el caso de la regién de la mutacién #21, se observan dos bandas en el gel de

electroforesis, correspondiendo a esta regidn unicamente la banda superior.

L
(,Pb° Mut 2 Mut 7 Mut 12 Mut 13 Mut 21 Mut 23
<
w ¥ a1 ¢ a1 ¢ a1 ¢ 1l ¢ ol ¢ ol G

12 —
1 —

0.7 —

0.5 —

Figura 5-21. Amplificacion mediante de PCR de las 5 regiones del genoma de C11-Gizs que contienen las
mutaciones responsables de su fenotipo. Para cada mutacién se realizé una PCR de un cultivo liquido de C11 y se
uso un control negativo sin ADN. Se usé como marcador “Generuler 100 pb DNA ladder plus” (Fermentas).

Los fragmentos obtenidos fueron secuenciados mediante el método de “Sanger”, con los
mismos oligonucledtidos utilizados en la amplificacién (Figura 5-22). De las mutaciones
presentes en C11-Gi245 todas ellas estaban presentes, salvo la mutacion #13 que afecta a la acido
graso de cadena larga-CoA ligasa (Figura 5-22, D). Esta mutacidn se encontraba en la poblacidn
C11-Gi24s con una frecuencia del 100 %, por lo que se podria tratarse de un error durante la
secuenciacion mediante “lllumina”. Para descartar que esto hubiera ocurrido, decidimos

analizar esta region en varias colonias aisladas de la poblacion C11 mediante secuenciacion

142



5. Resultados

“Sanger”, para determinar si el problema estaba en la secuenciacién o verdaderamente la

mutacion no estaba prese

nte en la poblacion C11.

287 290 300 310 320 330 340 350
#2 287| AGGTTCGGTAATGCAACTGCTGCCAAGATGCCAACGAT----- GATGATAACGACCAGCAACTCGACE
secuencia C11 | 287| AGGTTCGGTAATGCAACTGCTGCCAAGATGCCAACGAT|GATAACGATGATAACGACCAGCAACTCGACE
] 161}60 170 180 190 200 210 220 230 240
#7 161| CCTCGGCCTATGCCTTTTGCACGGGACGGGCACCGCAGTTGGGGCGGCCTCGC TTTAGATGCGGGTTGTGGCACCGGTGTGAL
secuencia C11 161| CCTCGGCCTATGCCTTTTGCACGGGACGGGCACCGCAGTTGGGGCGGCCTCGCE: TITAGATGCGGGTTGTGGCACCGGTGTGAL
540[ 540 550 560
jkimato kinasa + promotor | 540| GATCTAAGCCGITCAGAGCIGIC
# 1 2 sikimato kinasa | 540| GATCTAAGCCGTTCAGAGCTETC
XSl 396 GATCTAAGCCGTTCAGAGCTGTC
6020 610 620 630 640 650 660 670
# 1 3 602| TCGATCGCTTAGCCACTTTGATCTATACCTCGGGCACCACAGGYCEACCGARGGGCGTGATGCTTTCTCACGGCAZ
secuencia C11 | 280| TCGATCGCTTAGCCACTTTGATCTATACCTCGGGCACCACAGGCFACCGAAGGGCGTGATGCTTTICTCACGGCA
1014 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
#2 1 LS ENIETEN 1014 TAGCAGCCAAGAGGGCTACGGCATTGGACTATCGGTITTG GCGAATTGTTCAGGCCCACTTTGGCCGCAL
secuencia C11 | 580| TAGCAGCCAAGAGGGCTACGGCATTGGACTATCGETITTG GCGAATTGTTCAGGCCCACTTTGGCCGCAl
#2 3 | 705| 710 720 730 _ 740 750 760 770 780
44 HP | 705| GCTGCCCCAGCGCTTTACCGCGCCAATCC TATCGCTAAATCGAGAGCAGCTCTAGCGGCGGAAGGCAGCGATCGCGETICA
iG-S BE 532| GCTGCCCCAGCGCTTTACCGCGCCAATCC! TATCGCTAAATCGAGAGCAGCTCTAGCGGCGGAAGGCAGCGATCGCGTICA

Figura 5-22. Alineamiento de las regiones que contienen las mutaciones presentes en C11-Gjasg. Alineamiento
realizado frente al genoma de la cepa silvestre Se7942 anotado en GenBank (NC_007604). En rojo, se indica la posicion
que ocupa o deberia ocupar la mutacion. Alineamientos realizados con “AlignX” una aplicacién del programa “Vector

NTI”.

El siguiente paso fue la amplificacién y secuenciaciéon de la regidon que contendria la

mutacion #13 de ocho colonias de C11-Gi245 con los cebadores 85 y 86 (Figura 5-23). Las cuatro

primeras colonias analizadas se obtuvieron de un cultivo congelado, que se refrescé y plaqued

justo antes de realizar la PCR. Las otras cuatro colonias procedian de una placa de C11 que se

habia cultivado seriadamente en el laboratorio. Con este experimento quisimos descartar que

esta mutacién se hubiera perdido durante el cultivo seriado en el laboratorio, del que se habia

obtenido el ADN molde para obtener el amplicén cuya secuencia se muestra en Figura 5-22,

mutacion #13. Sin embargo, ninguna colonia contenia la mutaciéon (Figura 5-23). Por tanto, no

ha sido el cultivo seriado lo que origind la pérdida de dicha mutacidn, simplemente esta

mutacion no estaba desde el inicio del experimento y es un error de la secuenciacién “lllumina”.
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462| T
472| T
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557
278| T ACTTTGATC
262| ITG T TAG TGATC
colonia 8 | 278| 1T 3CCACTTTGATCTATACCT
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Figura 5-23. Alineamiento de la regidn que contiene la mutacion #13. Analisis de dicha region en ocho colonias de
C11-Gia4s alineadas frente al genoma de la cepa silvestre Se7942 anotado en GenBank (NC_007604). En rojo, se indica
la posicidon que ocupa o deberia ocupar la mutacidon en esa region. Alineamientos realizados con “AlignX” una
aplicacidn del programa “Vector NTI”.

En resumen, de las cinco mutaciones detectadas mediante la secuenciacién “lllumina”,
solo cuatro de ellas estan presentes en C11-Giass. Estas mutaciones son las que analizaremos

para ver si son responsables del fenotipo de crecimiento rapido.

5.1.4. Clonacion de las mutaciones en la cepa silvestre de Se7942

El método seleccionado para introducir las mutaciones en la cepa silvestre de Se7942
(Matsuoka et al., 2001), se explica en el apartado 4.8.4. Se basa en la cepa GRPS1, que contiene
una mutacién en el gen rps12 que le confiere resistencia a estreptomicina. Aunque en nuestro
laboratorio disponiamos de esta cepa, no la utilizamos para introducir las mutaciones, ya que su
genoma podria contener otras mutaciones que afectaran o enmascararan el efecto de las

mutaciones a analizar.

El primer paso en el proceso de identificacidn del efecto de las mutaciones, fue la
modificacion de la cepa Se7942 para conferirle resistencia a estreptomicina. Para ello,
amplificamos mediante PCR la regidn que contenia la mutacién en el gen rps12 de la cepa GRPS1
con los cebadores 5y 6. Cortamos con enzimas de restriccidn dicho fragmento y lo clonamos en
el vector pSB1C3, dando lugar al vector pMSM2 (Tabla 4-3). Se secuencié dicha construccion y
el fragmento de PCR utilizando los cebadores 97 y 98 para comprobar la presencia de la

mutacion en el gen rps12.

A continuacidn, introdujimos por separado en Se7942, mediante transformacién natural,
el vector pMSM2 y el fragmento de PCR que contiene el gen rps12-R43 (Figura 5-24). Los
resultados de (Matsuoka et al., 2001) mostraban que, aunque las cianobacterias no degradaban
el ADN lineal, la eficacia de reemplazamiento de genes usando ADNs lineales era menos efectiva

que la de ADNs circulares. Esto explicaria el hecho de que obtuvimos menos colonias cuando se
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utilizé el fragmento de PCR en la transformacién natural que cuando se utilizoé el vector circular,

a pesar de usar en ambos casos la misma cantidad de ADN en el proceso de transformacién.

Control Vector Producto PCR

Figura 5-24. Resultados de la transformacién natural para introducir la mutacién en el gen rps12 de Se7942. A la
izquierda, se muestra la transformacion control en la que no se ha afiadido ADN. En el centro, la transformacién
utilizando el vector pMSM2. A la derecha, la transformacién utilizando el producto de PCR que contiene dicha
mutacién.

Se subcultivaron varias colonias de cada uno de los transformantes dos veces en medio
solido suplementado con Sm50. Se amplificd y secuencid con los cebadores 5 y 6 la regidn que
contenia el gen rps12-R43 de dos transformantes obtenidos con el fragmento de PCR y otros
dos de la transformacidn con el vector (Figura 5-25). De las cuatro colonias analizadas solo dos
contenian la mutacidn, una procedente de la transformacién con el fragmento de PCR y otra de
la transformacidn con el vector. Esta mutacién es un cambio de A—>G en la posicion 128 pb del
gen, que da lugar a un cambio de aminoacido de Lys—>Arg en el resiudo 43 (apartado 4.8.4). La
ausencia de esta mutacion en alguna de las colonias, se debe a que la presencia de Sm50 en el
medio favorece la aparicién de otras mutaciones en este mismo gen y que confieren resistencia
a estreptomicina. Concretamente, estas colonias presentaban un cambio en el nucleétido 167

de G->C, que daba lugar a un cambio en el residuo 56 de esta proteina Rps12 de Arg->Pro.

gs[_ g0 100 110 120 130 140 150 160
88| CGGCGTGGCGTTTGCACTCGCGTCTACACCACGACCCCG. GCCCAACTCGGCCTTGCGGAAAGTGGCACGGGTTCC
colonia 9 PCR| 88| CGGCGTGGCGTTTGCACTCGCGTCTACACCACGACCCCG GCCCAACTCGGCCTTGCGGAAAGTGGCACGGGTTICC
colonia 10 PCR| 88| CGGCGTGGCGTTTGCACTCGCGTCTACACCACGACCCCG GCCCAACTCGGCCTTGCGGAAAGTGGCACGGGTTCC
colonia 5 vector | 88| CGGCGTGGCGTTTGCACTCGCGTCTACACCACGACCCCE. GCCCAACTCGGCCTTGCGGARAGTGGCACGGGTTCC
colonia 11 vector| 88| CGGCGTGGCGTTTGCACTCGCGTCTACACCACGACCCCE. GCCCAACTCGGCCTTGCGGARAAGTGGCACGGGTITCC

Figura 5-25. Alineamiento de la secuencia que contiene la mutacion en el gen rps12. Dos colonias obtenidas de la
transformacién utilizando el fragmento de PCR (colonia 9 y 10) y dos utilizando el vector (colonias 5y 11), alineadas
frente al genoma de la cepa silvestre Se7942 anotado en GenBank (NC_007604). En rojo, se indica la posicidon que
ocupa o deberia ocupar la mutacidn en esa regién. Alineamientos realizados con “AlignX” una aplicacion del programa
“Vector NTI”.

Para comprobar que en el caso de la transformacién natural usando el vector, la insercién
de la regién con el gen rps12 mutado habia tenido lugar mediante una recombinacién doble,

realizamos una PCR usando los cebadores 113 y 114 que amplifican el gen de resistencia a
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cloranfenicol del vector. En la Figura 5-26, A, se observa una banda de amplificacién muy
marcada en el control positivo, que es el vector pMSM2, usado en la transformacién natural
para introducir la mutacion. Sin embargo, en las dos colonias analizadas se observa también una
banda tenue ala altura del control positivo. Como este resultado era un poco confuso, decidimos
analizar también la resistencia a cloranfenicol de estos mutantes, tal y como se observa en la
Figura 5-26, B. Se cultivaron los transformantes y la cepa silvestre en medio BG11 liquido en
concentraciones crecientes de dicho antibidtico. Tanto los mutantes como la cepa silvestre
crecen a las mismas concentraciones de cloranfenicol y a partir de 3 pg/ml ninguno de ellos
crece. En los derivados de Se7942 resistentes a dicho antibidtico, utilizamos una concentracion
de cloranfenicol 5 pg/ml, tal y como hemos explicado en el apartado 4.8.1 de materiales y
métodos. Esto confirma que la mutacion se ha introducido por recombinacién doble y que el

vector usado en la transformacién natural no se integré en el cromosoma.
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Figura 5-26. Analisis de los transformantes con la mutacion en el gen rps12 que confiere resistencia a
estreptomicina. (A) Gel de electroforesis de la PCR para analizar la presencia del gen de resistencia a cloranfenicol en
los transformantes con la mutacion en el gen rps12. C9, colonia 9 obtenida por transformacidn natural con el
fragmento de PCR que contiene la mutacidn en dicho gen; C5, colonia 5 obtenida por transformaciéon natural con el
vector pMSM2; C+, vector pMSM?2 usado como control positivo de la PCR; C-, control negativo. Se usé como marcador
“Generuler 100 pb DNA ladder plus” (Fermentas). (B) Andlisis de la resistencia/sensibilidad a diferentes
concentraciones de cloranfenicol de los transformantes con la mutacién en el gen rps12. C9 y C5, representan lo
mismo que en el panel A; wt, cepa silvestre de Se7942. Las concentraciones de cloranfenicol se muestran en la parte
superior de la imagen encima de cada pocillo y las unidades son pg/ml.

Seleccionamos al mutante obtenido mediante transformacién natural con el fragmento
de PCR que contiene la mutacién en el gen rps12, al que denominamos MSM1 (ver Tabla 4-2),
para clonar en él las mutaciones de Cl1l. Decidimos clonar las mutaciones #12 y #21.
Descartamos la #2 porque el gen mutado codifica para la proteina PilA, que como ya se ha
observado en otras cianobacterias afecta a la transformabilidad. También descartamos la #7

porque, como se ha mencionado en el apartado 5.1.2.2, su inactivacién disminuye la tasa de
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crecimiento a alta intensidad luminica (Shen et al., 2008). Por otro lado, decidimos analizar el
efecto de la mutacién #14, ya que, aunque no esta presente en C11y sien C12, esta relacionada

con el metabolismo de acidos grasos, otro de los temas sobre los que versa esta tesis.

La primera mutacion que introdujimos fue la #12, que corresponde a la mutacién en el
promotor de la shikimato kinasa. Seguimos el método descrito por (Matsuoka et al., 2001) y por
ello, realizamos dos construcciones, pMSM22 y pMSM24, con las que realizamos dos

transformaciones naturales consecutivas.

En la primera de las trasformaciones usamos el vector pMSM?22, que contiene el gen y el
promotor de la shikimato kinasa de C11 y el gen aguas abajo a este, y entre ellos la construccion
rps12-kan (ver Tabla 4-3). Se introdujo dicha construccion mediante transformacién natural en
la cepa MSM1, sustituyendo de esta manera el gen y el promotor de la shikimato kinasa silvestre
por el mutado y por un gen de resistencia a kanamicina y el gen rps12, dando lugar a la cepa
MSM?2. Las colonias obtenidas se subcultivaron dos veces en medio sélido suplementado con
Neo5 para lograr la segregacion de los mutantes. Se analizaron mediante PCR para comprobar
la correcta insercidn de la construccién en el cromosoma con los cebadores 99 y 88 (Figura 5-27).
De las 16 colonias analizadas, 12 fueron positivas en la PCR dando una banda de
aproximadamente 2,2 kb, mientras que en el resto de colonias no se obtuvo ninguna banda. En
el control de la PCR, la cepa silvestre (WT) se observa una banda esperable de menor tamafio,

588 pb.
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Figura 5-27. Analisis de las colonias del mutante MSM2. (A) Mapa de la regidn del gen de la shikimato kinasa (0894)
del cromosoma de la cepa silvestre (WT) asi como del mutante MSM2. Las flechas de color naranja y gris representan
alos genes Synpcc7942_0894 y Synpcc7942_0895, respectivamente. La flecha azul representa al gen rps12 de Ss6803.
El rectdngulo marrdn representa el gen de resistencia a kanamicina (kan). La flecha verde representa al promotor del
orf de la shikimato kinasa. Las flechas y los nimeros por encima del mapa representan los oligonucledtidos usados
en el analisis por PCR. La mutacidn en el promotor de la shikimato kinasa se representa como un asterisco de color
rojo en MSM2. (B) Gel de electroforesis de los productos de la PCR utilizada para analizar la regidn del promotory el
gen de la shikimato kinasa de 16 colonias de MSM2 y de la cepa silvestre (WT). La flecha superior de la derecha indica
la posicion de la banda correspondiente a la mutacidn en el promotor de la shikimato kinasa de C11 y la construccién
rps12-kan; la flecha inferior de la derecha indica la posicidn de la banda correspondiente a cepa silvestre. Se us6 como
marcador “Generuler 100 pb DNA ladder plus” (Fermentas).

Se realizd un segundo analisis en el que se examind el cambio de la resistencia a
antibidticos de las colonias obtenidas. Se tomaron colonias transformantes individuales de
MSM?2 y se replicaron en placas de BG11+Neo5, BG11+Sm50 y BG11, como se puede ver en la
Figura 5-28. La cepa MSM1 sobre la que hemos introducido esta mutacidn era resistente a Sm.
Sin embargo, al introducir la mutacidn en el promotor de la shikimato kinasa también hemos
introducido la construccién rps12-kan que le confiere resistencia a Neo, pero haciendo que
MSM?2 pierda su resistencia a Sm. Como se ha explicado en el apartado 4.8.4, cuando en una
misma cepa se encuentra una copia silvestre del gen rps12 y una copia mutada, la copia silvestre

es dominante sobre la mutada, de ahi, que la cepa MSM2 sea sensible a Sm.

BG11+Neo5 BG11+Sm50 BG11

Figura 5-28. Réplicas de los transformantes MSM2 en medio BG11 con diferentes antibioticos (Neo5 y Sm50) y sin
ellos.
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Seleccionamos una colonia positiva para las dos técnicas de comprobacion utilizadas y
realizamos sobre ella la segunda transformacién natural. En la cepa resultante, MSMS3, los
marcadores de seleccién (rps12 y kan) son eliminados, quedando la regién tal y como se
encontraba en la cepa silvestre, con la excepcion de la mutacion en el promotor de la shikimato

kinasa.

En esta segunda transformacion, utilizamos el vector pMSM24 y seleccionamos los
transformantes en Sm50. Las colonias obtenidas se subcultivaron dos veces en medio sélido
suplementado con Sm50 para lograr la correcta segregacién de los mutantes. Se analizd la
insercidn de la construccién en el cromosoma mediante PCR con los cebadores 99 y 88 (Figura
5-29). De las 16 colonias, todas fueron positivas en la PCR, dando el amplicon esperado, de

aproximadamente 588 pb, al igual que el control positivo de la PCR, la cepa silvestre (WT).
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Figura 5-29. Analisis de las colonias del mutante MSM3. (A) Mapa de la region del promotor y el gen de la shikimato
kinasa (0894) del cromosoma de la cepa silvestre (WT), asi como del mutante MSM3. La Unica diferencia entre ambos
es la mutacién en el promotor de la shikimato kinasa representada por un asterisco de color rojo en MSM3. Las flechas
de color naranja y gris representan a los genes Synpcc7942_0894 y Synpcc7942_0895, respectivamente. La flecha
verde representa al promotor del orf de la shikimato kinasa. Las flechas y los numeros por encima del mapa
representan los oligonucledtidos usados en el andlisis por PCR. (B) Gel de electroforesis de la PCR para analizar la
region del promotor y el gen de la shikimato kinasa de 16 colonias de MSM3 y de la cepa silvestre (WT). La flecha de
la derecha indica la posicion de la banda correspondiente a la mutacién en el promotor de la shikimato kinasa de C11,
asi como a la cepa silvestre. Se usé como marcador “Generuler 100 pb DNA ladder plus” (Fermentas).

Como en el caso anterior, se hizo un segundo andlisis en donde se examind el cambio de
la resistencia a antibidticos de las colonias obtenidas. Se tomaron colonias transformantes
individuales de MSM3 y se replicaron en placas de BG11+Sm50, BG11+Neo5 y BG11, como se
puede ver en la Figura 5-30. La cepa MSM2 sobre la que hemos realizado esta segunda
transformacidn era resistentes a Neo, sin embargo al eliminar la construccién rps12-kan, la cepa

pierde su resistencia a Neo y recupera su resistencia a Sm (apartado 4.8.4). Por tanto, serdn
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positivas aquellas colonias que sean resistentes a Sm, sensibles a Neo y crezcan en BG11. De las
colonias analizadas solo una de ellas presentaba resistencia a Neo. Seleccionamos una de las

colonias Neo® para el siguiente paso.

BG11+Sm50 BG11+Neo5 BG11

Figura 5-30. Réplicas de los transformantes MSM3 en medio BG11 con diferentes antibidticos (Sm50 y Neo5) y sin
ellos.

Se amplificé y secuencid la regién de la mutacidon #12 en las colonias MSM3 con los
cebadores 87 y 88. Como se observa en la Figura 5-31, las cuatro colonias analizadas

presentaban la mutacion.

569 570 580 590 600 610 620 630
romotor+shikimato kinasa | 569| GACACGCGATCGCTTCICCAATICCTIGGACHCEATACCGCTCGGCTGGGGTCTCCTCCARGCTGCGCCC
Colonia 2 444| GACACGCGATCGCTITCTCCAATTCCTTGGACAICATACCGCTCGGCTGGGGTCTCCTCCARAGCTGCGCCC
432| GACACGCGATCGCTTCICCAATTCCTIGGACAECATACCGCTCGGCTGEEETCTCCTCCAAGCTGCGCCC
Colonia 11| 431| GACACGCGATCGCTTCTCCAATTCCTTGGACHILATACCGCTCGGCTGGGGTCTCCTCCARGCTGCGCCT
Colonia 16 | 441| GACACGCGATCGCTTCTCCARTTCCTTGGACHILATACCGCTCGGCTGGGGTCTCCTCCARGCTGCGCCC

Figura 5-31. Alineamiento de la region que contiene la mutacién #12 en colonias de MSM3. Anilisis de la secuencia
de esta region de cuatro colonias de la cepa MSM3 alineadas frente a la cepa silvestre Se7942 cuya referencia en
GenBank es NC_007604. En rojo, se indica la posicion que ocupa o deberia ocupar la mutacién en esa region.
Alineamientos realizados con “AlignX” una aplicacion del programa “Vector NTI”.

Para la construccidon del resto de mutantes, realizamos los mismos pasos que hemos
utilizado para la construccion del mutante MSM2 y MSM3. En la Figura 5-32, se muestra un
esquema de las cepas construidas asi como de los vectores utilizados para construir cada una de
ellas. Se partié de la cepa MSM1 y se obtuvieron tres mutantes simples, cada uno de los cuales
contenian cada una de las tres mutaciones mencionadas anteriormente: #12, #14 y #21. Estos
mutantes son MSM3, MSM7 y MSMD5, respectivamente. Sobre el mutante MSMS5, se
construyeron dos dobles mutantes, MSM9 y MSM11. El primero de ellos contenia las
mutaciones #12 y #21, mientras que el segundo presentaba las mutaciones #14 y #21. A partir
del mutante MSM?7, se construyé un doble mutante al que denominamos MSM13 y que contenia
las mutaciones #12 y #14. Por ultimo, llevamos a cabo la construccién de un triple mutante,

MSM15, que contenia las tres mutaciones (#12, #14 y #21).
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Figura 5-32. Esquema representativo del proceso de construccion de las cepas con las mutaciones de las
poblaciones C11y C12. En verde mds oscuro, se representa a la cepa silvestre; en verde oscuro, los mutantes que son
resistentes a Sm; en verde claro, los mutantes resistentes a Neo y sensibles a Sm. Debajo del nombre de cada cepa
se indican las mutaciones que contiene.

5.1.5. Efecto de las mutaciones en el tiempo de generacion

Una vez construida la bateria de mutantes con nuestras mutaciones candidatas a mejorar

el tiempo de generacidn, el siguiente paso fue analizar su velocidad de crecimiento.

El experimento de evolucion se llevd a cabo utilizando como fuente de luz ldmparas
fluorescentes, al igual que las curvas de crecimiento para determinar el tiempo de generacién
de las poblaciones C11-Gi243 y C12-Gi16s. Sin embargo, las curvas de crecimiento para calcular el
tiempo de generacion de los mutantes construidos se realizaron en el “Multi-cultivator MC
1000-0D”, que lleva instalado LEDs. Por ello, hubo que determinar bajo qué intensidad de luz
C11 creciendo baja luces LEDs presentaba el mismo fenotipo que usando luces fluorescentes.
Para ello, realizamos curvas de crecimiento de C11 a diferentes intensidades de luz en el “Multi-
cultivator MC 1000-OD”. La Figura 5-33 muestra el tiempo de generacion de C11 a doce
intensidades de luz diferentes. EI menor tiempo de generacion (2,76 h) se obtuvo cuando se

crecid la cepa a 280 pumol fotones-m2-s1. Este valor fue mas bajo al obtenido al realizar curvas
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de crecimiento utilizando lamparas fluorescentes (3,13 h). Por tanto, seleccionamos la
intensidad de luz de 280 pumol fotones:-m2-s! para el crecimiento de los mutantes construidos y

el calculo del tiempo de generacion.

15

Tiempo de generacidn (horas)
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Intensidad de luz (umol fotones-m'z-s'1)

Figura 5-33. Tiempo de generacion de C11-Gj,4s a diferentes intensidades de luz. Los datos corresponden a la media
de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE.

Realizamos el analisis del tiempo de generacién de los mutantes de la Figura 5-32,
comenzando con el mutante MSM1, que contiene la mutacién en el gen rps12 que confiere
resistencia a estreptomicina. Este analisis se realizé para determinar si esta mutacidn tenia alguin
efecto sobre el crecimiento de Se7942 y que pudiera enmascarar el producido por las

mutaciones de las poblaciones evolucionadas.

No se observaron diferencias significativas en el tiempo de generacién entre la cepa
silvestre Se7942 y el mutante MSM1 (Figura 5-34, A). Por tanto, podemos concluir que la

mutacion en el gen rps12 no afecta al tiempo de generacion.

A continuacién, analizamos el tiempo de generacién del triple mutante MSM15 y C11
frente ala cepasilvestre de Se794 (Figura 5-34, B). Los tiempos de generacién para C11y MSM15
fueron similares (4,29 h y 4,25 h, respectivamente), pero mas bajos que la cepa silvestre. Por
tanto, las tres mutaciones insertadas en la cepa MSM15 son suficientes para conseguir el

fenotipo de crecimiento rapido de la cepa C11.
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Figura 5-34. Tiempo de generacion de los mutantes MSM1 y MSM15. (A) Comparativa del tiempo de generacion de
la cepa silvestre (Se7942) frente al mutante MSM1. La barra verde oscura representa a la cepa silvestre y la barra
verde clara a la cepa MSM1. Los datos corresponden a la media de un minimo de tres réplicas bioldgicas
independientes y se representan como la media + DE. ns (no significativo) p > 0,05, test t de Student no pareado. (B)
Comparativa del tiempo de generacion de la cepa silvestre (5e7942) frente a C11 y el triple mutante MSM15,
construido con las mutaciones de las cepas evolucionadas. La barra verde oscura representa a la cepa silvestre, la
barra amarilla representa a la cepa C11y la barra gris representa a la cepa MSM15. Los datos corresponden a la media
de un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. ns (no significativo) p
> 0,05, ***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa
Se7942.

Para identificar que mutaciones presentes en MSM15 eran responsables del crecimiento
rapido, realizamos curvas de crecimiento con los mutantes que llevaban cada una de las
mutaciones por separado, o sea, MSM3, MSM5 y MSM7 (Figura 5-35, A). Tanto MSM3 como
MSMS5 presentaban diferencias significativas frente a la cepa silvestre, siendo menor esta
diferencia en la cepa MSM5. Por otro lado, la cepa MSM7 no presentaba diferencias
significativas frente a la cepa silvestre, por lo que la mutacién clonada en esta cepa no tiene un
efecto significativo sobre la tasa de crecimiento. Realizamos una segunda comparativa de los
mutantes individuales (MSM3, MSM5 y MSM7) y del mutante triple (MSM15) frente a la cepa
C11 (Figura 5-35, B). Los mutantes individuales presentaron diferencias significativas frente a la
cepa C11. Solo el mutante triple MSM15 no presentd diferencias significativas, hecho que ya se

habia discutido en el parrafo anterior.

Si analizamos en conjunto estas dos graficas, podemos concluir que el efecto de las
mutaciones clonadas en los mutantes MSM3 y MSM5, presentes en el mutante triple MSM15,

son las responsables del fenotipo de crecimiento rapido observado en la C11-Gjss.
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Figura 5-35. Tiempo de generacion de los mutantes construidos con las mutaciones de las cepas evolucionadas
utilizando luces LED a 280 umol fotones:m-2:s1, (A) Comparativa del tiempo de generacion de la cepa silvestre
(Se7942) frente a C11 y los mutantes sencillos MSM3, MSM5 y MSM7. Los datos corresponden a la media de un
minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. ns (no significativo) p > 0,05,
*p < 0,05, ***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa
silvestre de Se7942. (B) Comparativa del tiempo de generacion de la cepa C11 frente a los mutantes sencillos MSM3,
MSM5 y MSM7 y al mutante triple MSM15. Los datos corresponden al menos tres réplicas bioldgicas independientes
y se representan como la media * DE. ns (no significativo) p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ANOVA seguida
de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa C11.

Estos mismos analisis fueron repetidos en el Instituto Pasteur de Paris en las mismas
condiciones en las que se realizd el experimento de evolucidn, es decir, usando luces
fluorescentes con una intensidad de luz de 1.313 umol fotones:ms, Se analizé el tiempo de
generacidn de dos mutantes simples MSM3 y MSM7, un mutante doble MSM9 y un mutante
triple MSM15 (Figura 5-36). Si comparamos el tiempo de generacion de estos mutantes frente
a la cepa silvestre, los mutantes MSM3, MSM9 y MSM15, al igual que C11, presentaron
diferencias significativas respecto a la cepa silvestre (Figura 5-36, A). Por otro lado, al comparar
el tiempo de generacidn de todas estas cepas mutantes frente a C11, se observaron diferencias
significativas Unicamente en la cepa MSM7 (Figura 5-36, B). En estas condiciones, con la Unica
mutacion presente en el mutante MSM3 se consigue el fenotipo de crecimiento rapido. De ahi
que las cepas MSM9 y MSM15, que contienen ambas esta mutacién, presenten también una

tasa de crecimiento sin diferencias significativas frente a la de la cepa C11.
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Figura 5-36. Tiempo de generacion de los mutantes construidos con las mutaciones de las cepas evolucionadas
utilizando lamparas fluorescentes a 1.313 pumol fotones-m-2:s1, (A) Comparativa del tiempo de generacion de la cepa
silvestre (5e7942) frente a C11 y los mutantes sencillos MSM3 y MSM7, al mutante doble MSM9 y al mutante triple
MSM15. Los datos corresponden a la media de al menos tres réplicas bioldgicas independientes y se representan
como la media + DE. ns (no significativo) p > 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de
comparacion multiple usando como control la cepa silvestre de Se7942. (B) Comparativa del tiempo de generacion
de la cepa C11 frente a los mutantes sencillos MSM3 y MSM7, al mutante doble MSM9 y al mutante triple MSM15.
Los datos corresponden a la media de un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como
la media + DE. ns (no significativo) p > 0,05, ***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacién
multiple usando como control la cepa C11.

Adicionalmente, se repitieron estas mismas curvas de crecimiento en el “Multi-cultivator
MC 1000-OD” que, como se ha comentado anteriormente lleva LEDs instalados, a 1.313 umol
fotones:-m2:st. También se realizaron en el Instituto Pasteur de Paris porque nuestro equipo no
podia superar intensidades de luz superiores a 1.000 umol fotones-m s, Como el caso anterior,
primero calculamos el tiempo de generacidn de todas las cepas frente a la cepa silvestre (Figura
5-37, A), siendo los resultados muy similares a los obtenidos usando luces fluorescentes (Figura
5-36, A). La Unica diferencia radicaba en que los grados de significaciéon fueron menores en el
caso de las cepas MSM3 y MSM15. En la Figura 5-37, B se compara el tiempo de generacion de
estas mismas cepas frente a C11, presentando solamente diferencias significativas la cepa
MSM7. Este mismo resultado se habia observado cuando se utilizaban luces fluorescentes
(Figura 5-36, B). Sin embargo, si comparamos los resultados obtenidos en la Figura 5-35 y en la
Figura 5-37, usando en ambos casos LEDs como fuente de alimentacion, observamos que la
velocidad de crecimiento es mayor en la primera imagen. Esto se debe a la diferencia en la
intensidad de luz utilizada en el experimento. Mientras que para calcular el tiempo de
generacion en la Figura 5-35, se utilizaron 280 pumol fotones:m%s?, para la Figura 5-37 se
utilizaron 1.313 umol fotones-m2-s1. Por tanto, la diferencia que estamos encontrando se debe

a la intensidad luminica y no al tipo de luz utilizado.
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Figura 5-37. Tiempo de generacion de los mutantes construidos con las mutaciones de las cepas evolucionadas
utilizando luces LED a 1.313 pumol fotones-m2:s1. (A) Comparativa del tiempo de generacion de la cepa silvestre
(Se7942) frente a C11 y los mutantes sencillos MSM3 y MSM7, al mutante doble MSM9 y al mutante triple MSM15.
Los datos corresponden a la media de al menos tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la
media + DE. ns (no significativo) p > 0,05, **p < 0,01, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacién multiple
usando como control la cepa silvestre de Se7942. (B) Comparativa del tiempo de generacion de la cepa C11 frente a
los mutantes sencillos MSM3 y MSM7, al mutante doble MSM9 y al mutante triple MSM15. Los datos corresponden
a la media de un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. ns (no
significativo) p > 0,05, **p <0,01, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion miultiple usando como control
la cepa C11.

5.1.6. Efecto de las mutaciones en la expresion génica

Con el objetivo de identificar genes con expresion diferencial significativa, se llevé a cabo
un andlisis transcriptomico de C11-Giz4s y de C12-Gi16s bajo las mismas condiciones en las que
se habia llevado a cabo el experimento de evolucidon. Como control de estos experimentos se

utilizo la cepa silvestre de Se7942.

En primer lugar, se llevd a cabo un analisis global de los genes que presentaban una
expresion diferencial, tanto en C11-Gi4s como en C12-Giies. Al no tener réplicas bioldgicas de
cada una de las muestras, se dividié la muestra en tres partes para calcular la expresion

diferencial (apartado 4.10.4).

Se consideraron genes con expresion diferencial aquellos cuyo log;FoldChange fuera
superior a 1,5 (induccién) o inferior a -1,5 (represién) y un p-valor ajustado inferior a 0,05 (95 %
de confianza estadistica). De esta manera, se obtuvo que en C11-Gi248 aumentaban su expresion
el 0,14 % de sus genes, mientras que el 0,92 % la disminuian. En C12-Gi1eg ninguno de sus genes
aumentdé su expresiéon y un 0,22 % disminuyd su expresion. En ambos casos el porcentaje de
genes afectados es bajo, por lo que las mutaciones que han surgido durante el proceso de
evolucién no afectan a la expresion de forma generalizada. En la Tabla 5-3 y en la Tabla 5-4, se

muestran los genes afectados en cada caso.
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Tabla 5-3. Genes diferencialmente expresados en C11-Gi24s. Se compard dicha expresidn con la de la cepa silvestre
en las mismas condiciones en las que se llevo a cabo el experimento de evolucion (41 °C, 1.313 umol de fotones-m-
2.5'1 con luces fluorescentes). En esta tabla se representan aquellos genes cuyo p-valor ajustado < 0,05 y el log,FC < -
1,502>1,5.

Gen ‘ Nombre del gen ‘ Categoria p-valor ajustado log.FC* ‘
Synpcc7942_ 0034 | \-acetilomnitina Funcion 0,04777705 -3,290687954
aminotransferasa desconocida
Gliceraldehido-3-
fosfato Transporte y
Synpcc7942_0245 . metabolismo de 0,01448052 -4,5169876
deshidrogenasa carbohidratos
(EC1.2.1.12)
Transportey
Synpcc7942_0304 | Proteina hipotética | metabolismo de 0,0075568 -5,053165341
coenzimas
. Producciény
synpcc7942 0337 | ATP S'";fnsfn‘;ade”a conversién de 0,03041854 3,039049714
& energia
Posible
monoamina Transporte y
Synpcc7942_0369 oxidasa metabolismo de 7,91E-05 -5,099640307
contenedora de aminodcidos
flavina
Regulador
transcripcional de Mecanismos de
Synpcc7942_0556 dos componentes, transduccion de 0,02304049 -4,656049036
familia hélices sefales
alado
, . - Funcién
Synpcc7942_0557 | Proteina hipotética . 0,00059481 -6,615484157
desconocida
Synpcc7942_0834 | Proteina hipotética Funcion 2,23E-05 -8,716424227
desconocida
. o Funcién
Synpcc7942_1164 Proteina hipotética X 0,01590783 -3,39323936
desconocida
Permeasa Transportey
Synpcc7942_1238 transporte de metabolismo de 0,02716149 4,07648493
nitrato nrtB iones inorganicos
Proteina similar a Transporte y
Synpcc7942_1572 subunidad metabolismo de 0,02304049 -4,40532631
deshidrogenasa aminoacidos
. . Funcién
Synpcc7942_1574 | Posible glucosidasa . 0,01590783 -3,528056382
desconocida
Transhidrogenasa
piridina nucleétido Funcién
Synpcc7942_1610 subunidad beta (EC desconocida 0,03041854 3,28293019
1.6.1.2)
Trar_]shlfiroge'nasa Producciény
nicotinamida )
Synpcc7942_1611 - L conversién de 0,03041854 -4,737553053
nucleétido similar eneraia
a subunidad alfa 8
Piridina nucledtido Producciény
Synpcc7942_1612 transhidrogenasa conversién de 0,00141174 -5,597359212
subunidad alfa energia
, S Funcién
Synpcc7942_1661 | Proteina hipotética . 0,0377896 -2,972906155
desconocida
ARN polimerasa L
Synpcc7942_1849 . . Transcripcion 0,0141174 -6,711244882
sigma factor SigC
, s Funcién
Synpcc7942_2182 | Proteina hipotética . 0,03541122 -2,988612715
desconocida
. o Funcién
Synpcc7942_2185 | Proteina hipotética . 0,02304049 -3,399964955
desconocida
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Gen ‘ Nombre del gen ‘ Categoria p-valor ajustado log,FC* ‘
Proteina ribosomal Funcidon
Synpcc7942_2219 305 S8 desconocida 0,03597078 3,302708757
Synpcc7942 2223 | Froteina ribosomal Traduccién 0,05004095 4,031367977
30S S17
, S Funcidon
Synpcc7942_2254 | Proteina hipotética . 0,03041854 -3,999723651
desconocida
, S Funcidon
Synpcc7942_2267 | Proteina hipotética . 0,00290756 -4,338742971
desconocida
Proteina
Synpcc7942 2386 expresion/ Funcion 0,00450211 -3,772032901
formacién desconocida

hidrogenasa HypD

. Transporte
Similar a p y

Synpcc7942_2391 . metabolismo de 0,03041854 -3,53832369
oxidoreductasa

lipidos
Hidrogenasa NAD- Producciény
Synpcc7942_2555 reductora HoxS conversién de 0,02460038 -3.552347207
subunidad beta energia
Hidrogenasa NAD- Producciény
Synpcc7942_2556 reductora HoxS conversién de 0,0001048 -5,258559645
subunidad delta energia
Hidrogenasa NAD- Producciény
Synpcc7942_2557 reductora HoxS conversién de 0,00290756 -5,024567694
subunidad gamma energia
Funcién

Synpcc7942_B2632 | Proteina hipotética 0,03041854 -4,488803315

desconocida
*log,FC, log,FoldChange. En granate, se representan aquellos genes cuyo log,FC > 1,5; en amarillo, se representan
aquellos genes cuyo log,FC < -1,5.

Tabla 5-4. Genes diferencialmente expresados en C12-Gi;¢s. Se compard dicha expresidn con la de la cepa silvestre
en las mismas condiciones en las que se llevo a cabo el experimento de evolucién (41 °C, 1.313 umol de fotones-m-
2.5'1 con luces fluorescentes). En esta tabla se representan aquellos genes cuyo p-valor ajustado < 0,05 y el log,FC < -
1,5021,5.

Nombre del gen Categoria* p-valor ajustado
, . - Funcion
Synpcc7942_0891 | Proteina hipotética . 0,00866235 -4,022487422
desconocida
, . - Funcion
Synpcc7942_1707 Proteina hipotética X 0,00762227 -3,957711208
desconocida
, . - Funcidon
Synpcc7942_2277 Proteina hipotética X 0,05714964 -3,353885543
desconocida
Synpcc7942_R0027 Cys-ARNt ARN 0,01508504 -4,37698258
Synpcc7942_R0046 Val-ARNt ARN 0,00051562 -5,117837151

*log,FC, logoFoldChange. En amarillo, se representan aquellos genes cuyo log,FC <-1,5.

Si analizamos en mas detalle la actividad que realizan estos genes dentro de la célula, tal
y como se muestra en la Figura 5-38 y Figura 5-39, entenderemos mejor a qué funcién o

funciones celulares esta afectando dicho cambio en la expresién.

En primer lugar, analizaremos los genes sobreexpresados en C11-Gi,4s (Figura 5-38, A).
Hay que destacar el alto porcentaje de genes que codifican para proteinas con funcidn

desconocida que se estaban sobreexpresando, un 25 %. Si bien es cierto, que este fendémeno
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esta asociado con el hecho de que el genoma de Se7942 estd compuesto por un porcentaje muy
elevado de genes codificantes de proteinas hipotéticas, alrededor del 51 % (Figura 5-38, C). Por
otro lado, un porcentaje similar de genes que codifican para proteinas de produccién y
conversion de energia estaban sobreexpresados. Junto a estas dos categorias de genes, existian
otras dos mads. Un 25 % de genes que codifican para proteinas involucradas en traducciéon y otro
25 % de genes que codifican para proteinas implicadas en el transporte y metabolismo de iones

organicos.

Si atendemos ahora a los genes cuya expresion se vio disminuida en C11-Giz4s, tal y como
se muestra en la Figura 5-38, B, observamos que como ocurria en el caso anterior un alto
porcentaje no tiene funcidn asignada. La suma total de estos genes asciende a un 54 %, mucho
mas alta que en el caso anterior. Por otro lado, a pesar de que un alto porcentaje de genes
codificantes para proteinas de produccidny conversién de energia estaban sobreexpresados, un
porcentaje del 21 % de estos genes habia disminuido su expresiéon. También hay que destacar
gue la expresion de un alto porcentaje de genes que codifican implicados en el metabolismo
disminuyd, 9 % en el metabolismo de aminoacidos, 4 % en el de carbohidratos y 3 % en el de
coenzimas. Ademas, un porcentaje muy bajo de genes involucrados en el mantenimiento y
procesamiento de informacién también disminuyd su expresion, siendo tan solo un 4 %, y cuya
funcién estaba relacionada con la transcripcion. Finalmente, el porcentaje restante de genes, un
4%, estaba implicado en procesos celulares y de seializacidén, concretamente en mecanismos

de transduccién de sefiales.
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A B

25%

54%
25%

m Mecanismos de transduccion de sefiales Funcién desconocida
Funcién desconocida

Produccion y conversion de energia Produccion y conversion de energia M Transcripcion

M Traduccion . .
M Transporte y metabolismo de aminoacidos M Transporte y metabolismo de carbohidratos
M Transporte y metabolismo de iones inorgénicos

W Transporte y metabolismo de coenzimas

W Metabolismo y transporte de aminoacidos Trafico intracelular y secreccion

W Metabolismo y transporte de hidratos de carbono M Metabolismo y transporte de lipidos
Mitosis, meiosis y control del ciclo celular Metabolismo y transporte de nucledtidos
Motilidad celular Modificaciones postraduccionales, substitucion de proteinas, chaperonas
Biogénesis pared celular/membrana Replicacion, recombinacidn y reparacion

W Metabolismo y transporte de coenzimas M ARN

W Mecanismos de defensa M Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo
Produccidn y conversion de energia B Mecanismos de transduccion de sefales

M Funcidn desconocida Transcripcion

M Metabolismo y transporte de iones inorganicos W Traduccion

Figura 5-38. Distribucion de los genes diferencialmente expresados en C11-Gi,45 en categorias COG. (A) Genes en
los que ha aumentado la expresidn. (B) Genes en los que ha disminuido la expresion. Los COG a los que pertenecen
se muestran en las leyendas bajo los paneles. Mas informacidn sobre estos genes en la Tabla 5-3. (C) Distribucién de
categorias COG en Se7942.

Si analizamos ahora los genes cuya expresion se vio disminuida en C12-Giies, tal y como
se muestra en la Figura 5-39, A, ya que en esta cepa no hubo genes que se estuvieran
sobreexpresando. Como ocurria en los casos anteriores, un alto porcentaje no tiene funcidn
asignada, como consecuencia directa del alto porcentaje de genes del genoma de Se7942 que
codifican para proteinas hipotéticas (Figura 5-39, B). La suma total de estos genes asciende a un
60 %, el porcentaje mas alto de todos los analizados. También hay que destacar que la expresion
de un alto porcentaje de genes implicados en el mantenimiento y procesamiento de informacidn

también disminuyd, concretamente un 40 % de ellos implicados en el ARN de transferencia.
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60% 2

Funcidén desconocida M ARN

W Metabolismo y transporte de aminoacidos Tréfico intracelular y secreccion

® Metabolismo y transporte de hidratos de carbono M Metabolismo y transporte de lipidos
Mitosis, meiosis y control del ciclo celular Metabolismo y transporte de nucledtidos
Motilidad celular Modificaciones postraduccionales, substitucion de proteinas, chaperonas
Biogénesis pared celular/membrana Replicacion, recombinacion y reparacion

W Metabolismo y transporte de coenzimas M ARN

B Mecanismos de defensa M Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo
Produccion y conversion de energia M Mecanismos de transduccion de sefiales

M Funcidn desconocida Transcripcion

W Metabolismo y transporte de iones inorgénicos M Traduccion

Figura 5-39. Distribucion de los genes diferencialmente expresados en C12-G;3¢5 en categorias COG. (A) Genes en
los que ha disminuido la expresidn. Mas informacion sobre estos genes en la Tabla 5-4. (B) Distribucidn de categorias
COG en Se7942.

En segundo lugar, analizamos la expresién de los genes que conforman el entorno

genético de cada una de las cinco mutaciones presentes en C11-Gjas.

Empezaremos analizando el entorno genético de la mutacién #2, que afecta al gen
codificante de la proteina PilA, tal y como se muestra en la Figura 5-40. Lo componen genes
codificantes tanto de proteinas hipotéticas como de proteinas con algin dominio funcional
conocido (Figura 5-40, A). Cabe destacar que existe otra copia del gen pilA en esta region
(Synpcc7942_0049), hecho que ya se habia destacado en el apartado 5.1.2.1. Por otro lado, si
atendemos a los niveles de expresién obtenidos, expresados como niveles de RPKM (del inglés,
“reads per kilobase per million”), podemos afirmar que la mutacion no afecta a la expresién de
ninguna de las copias de los genes pilA (Synpcc7942_0048 y Synpcc7942_0049) (Figura 5-40, B).
Sin embargo, se observa que la mutacidn disminuye la expresion del gen Synpcc7942_0047. Sin
embargo, en la Tabla 5-3, no aparece este gen, ya que no cumple los requisitos que el
log,FoldChange sea inferior a -1,5 y el p-valor ajustado inferior a 0,05, siendo estos valores -
0,579 y 1, respectivamente. Por tanto, concluimos que la mutacidn #2, que afecta al gen pilA,

no modifica la expresidon del propio gen ni de los genes de su entorno genético.
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A Synpclc7£.342_0046l Synpcc7942_0049 Synpcc7942_0051
proteina similar a metilasa proteina PilA proteina
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ubiquinona/menaquinona proteina hipotética repeticion TPR proteina hipotética
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Figura 5-40. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #2. (A) Mapa genético alrededor de pilA
(En rojo, se especifica el gen en el que se encuentra la mutacion descrita. (B) Comparacion de los niveles de expresidn
(medidos como RPKM) de los genes del entorno genético del gen pilA en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la
cepa C11 (barras amarillas). RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

A continuacidn, analizaremos el entorno genético de la mutacién #7, que afecta a una
proteina hipotética conservada, cuya localizacidn en el genoma de Se7942 se representa en la
Figura 5-41. El entorno genético de dicha mutacidn esta compuesta por genes que codifican
para una proteina de divisidn celular, una apoproteina, varias proteinas relacionadas con la
sintesis de aloficocianina, una proteina de unién a ficobilisomas y por cinco subunidades de la
ATP sintasa FoF; (Figura 5-41, A). Los niveles de RPKM se muestran en la Figura 5-41, B.
Observamos que los genes Synpcc7942_ 0325, Synpcc7942_ 0327 y Synpcc7942_0330 han
aumentado su expresion en C11 en comparaciéon con Se7942, aunque en ninguno de ellos el

cambio es significativo, ya que el valor del p-valor ajustado es superior a 0,05.
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Figura 5-41. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #7. (A) Mapa genético del entorno de
Synpcc7942_0330 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del
entorno genético de Synpcc7942_0330 en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C11 (barras amarillas).
RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

En tercer lugar, examinaremos el entorno genético de la mutacién #12 que afecta al
promotor del gen de la shikimato kinasa (Synpcc7942_0894, aroK). El entorno genético de este
gen esta compuesto por genes que codifican para proteinas con funciones diversas (Figura 5-42,
A). Destacan genes que codifican para proteinas implicadas en la divisién celular (minD y minE),
una sintasa FoF1, una proteina de fotosistema, una proteina hipotética y una proteina similar a
ferredoxina. Si atendemos a los niveles de RPKM, los genes Synpcc7942 0893 vy
Synpcc7942 0894 aumentan su expresién, mientras que los genes Synpcc7942 0892 y
Synpcc7942_0898 la disminuyen (Figura 5-42, B). En ninguno de ellos el cambio en la expresion
génica fue es significativo, ya que los valores del log,FoldChange y p-valor ajustado fue superior
a 0,05 (1, 1, 0,253 y 0,732, para Synpcc7942_0892, Synpcc7942 0893, Synpcc7942 0894 y
Synpcc7942_0898, respectivamente). Solo encontramos diferencias significativas en la

expresion de Synpcc7942_0894 cuando comparamos los niveles de expresion usando el p-valor,
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cuyo valor es de 0,0061. Sin embargo, esta medida es menos restrictiva que el p-valor ajustado,
por lo que para hacer una comparacién mas acertada seria necesario repetir el RNAseq con tres

réplicas e incluso, complementar dicho andlisis con RT-PCR.
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A proteina hipotética

Synpcc7942_0896

Synpcc7942_0894 minD
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Figura 5-42. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #12. (A) Mapa genético del entorno de arok
(en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del entorno genético del
gen aroK en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C11 (barras verdes). RPKM, lecturas por kilobase por
millén de lecturas mapeadas.

Por ultimo, el entorno genético de la mutacion #21, que afecta al gen que codifica para la
histidina kinasa SasA, contiene proteinas hipotéticas conservadas, asi como genes que codifican
para una metionil ARNt-formiltransferasa, un represor de xilosa, una ribosa-fosfato pirokinasay
un ARNt-amidotransferasa (Figura 5-43, A). La expresion de dichos genes, excepto
Synpcc7942_2111, mostraron menor RPKM en la cepa C11 (Figura 5-43, B). En ninguno de ellos
la diferencia fue significativa, siendo el p-valor ajustado igual a 1 para todos los genes, salvo para
el gen Synpcc7942 2111 y Synpcc7942 2115 que dicho valor fue 0,236 y 0,379,

respectivamente.
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Figura 5-43. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #21. (A) Mapa genético del entorno de sasA
(en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del entorno genético del
gen sasA en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C11 (barras amarillas). RPKM, lecturas por kilobase por
millén de lecturas mapeadas.

A continuacidn, llevamos a cabo el analisis de la expresion de los genes que conforman el

entorno genético de cada una de las siete mutaciones presentes en C12-Giies.

En primer lugar, analizaremos el entorno genético de la mutacién #8, que afecta a la
subunidad alfa de la ATP sintasa FoF1 (Figura 5-44). El entorno genético de dicha mutacién lo
componen genes codificantes de otras subunidades de esta ATP sintasa FoF1, dos proteinas
hipotéticas y una ferredoxina (Figura 5-44, A). En cuatro de estos genes estd disminuida la
expresion (Synpcc7942_0332, Synpcc7942_0338, Synpcc7942_0339 y Synpcc7942_0340) en
C12y en otros cuatro esta aumentada (Synpcc7942_0334, Synpcc7942_0335, Synpcc7942_0336
y Synpcc7942_0337). Ninguno de estos cambios fue significativo, siendo en todos ellos el p-valor

ajustado mayor a 0,05.
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Figura 5-44. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #8. (A) Mapa genético del entorno de
Synpcc7942_0336 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del
entorno genético del gen Synpcc7942_0336 en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C12 (barras naranjas).
RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

A continuacion, estudiaremos el entorno genético de la mutacion #9, que afecta al gen
Synpcc7942_0452, que codifica para una proteina hipotética (Figura 5-45, A). En todos ellos
disminuye la expresién en comparacion con la cepa silvestre (Figura 5-45, B). Esta disminucion
fue mas marcada en el caso de los genes Synpcc7942 0448, Synpcc7942_ 0450,
Synpcc7942_ 0452 y Synpcc7942_0456. Sin embargo, ninguno de estos cambios fue significativo,

ya que el p-valor ajustado fue mayor a 0,05 para todos ellos.
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Figura 5-45. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #9. (A) Mapa genético del entorno de
Synpcc7942_0452 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del
entorno genético del gen Synpcc7942_0452 en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C12 (barras naranjas).
RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

En tercer lugar analizaremos el entorno genético de la mutacién #13, que afecta a la 4cido
graso de cadena larga-CoA ligasa (FadD) (Figura 5-46). El entorno genético de dicha mutacién en
su mayoria lo componen genes que codifican para proteinas hipotéticas, aunque también existe
un gen de la 3-hidroquinato deshidratasa, un gen del centro de reaccién del fotosistema I, una
glutamato ARNt ligasa y una proteina similar a ARNt hidroxilasa (Figura 5-46, A). La expresidn
de todos estos genes ha disminuido (Figura 5-46, B). Sin embargo, el p-valor ajustado de todos

ellos fue 1, salvo en el caso de los genes Synpcc7942_0914 y Synpcc7942_0921, que fue de 0,744

y 0,491, respectivamente.
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Figura 5-46. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #14. (A) Mapa genético del entorno de fadD
(en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM) de los genes del entorno genético del
gen fadD en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C12 (barras naranjas). RPKM, lecturas por kilobase por
millén de lecturas mapeadas.

La mutacién #16 afecta a la regidn intergénica entre dos genes que codifican para sendos
polipéptidos de unién al ficobilisoma (Synpcc7942_1049 y Synpcc7942_1050) (Figura 5-47). Su
entorno genético en su mayoria lo componen genes que codifican para diferentes subunidades
de ficocianina (Figura 5-47, A). La expresion de los genes Synpcc7942 1048, Synpcc7942 1049
y Synpcc7942 1053 ha aumentado y la de los genes Synpcc7942_ 1046, Synpcc7942 1050 y
Synpcc7942_1051 ha disminuido (Figura 5-47, B). Sin embargo, el p-valor ajustado de todos ellos
fue superior a 0,05, siendo 1 para todos ellos, excepto para los genes Synpcc7942 1048 y

Synpcc7943_1053, que fue de 0,662.
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Figura 5-47. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacion #16. (A) Mapa genético del entorno de
Synpcc7942_1049 y Synpcc7942_1050 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM)
de los genes del entorno genético de esta mutacion intergénica en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa
C12 (barras naranjas). RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

En quinto lugar, examinaremos el entorno genético de las mutaciones #19 y #20, que
afectan a dos genes consecutivos en el genoma de Se7942. El primero de ellos codifica para la
proteina PilC, mientras que el segundo codifica para PilT. Su entorno genético estd compuesto
por genes que codifican para proteinas con funciones diversas (Figura 5-48, A), destacando
chaperonas moleculares (dnaJ y dnaKk), una ATPasa, una proteina de choque térmico, un ARNt-
dihidrouridina sintasa A y varias proteinas hipotéticas. La expresién de todos estos genes ha
disminuido (Figura 5-48, B), no siendo este cambio significativo, ya que el p-valor ajustado es 1.
Las mutaciones #19 y #20 no tienen ningun efecto en la expresidn génica de los genes a los que

afectan dichas mutaciones, ni a los genes de su entorno genético.
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Figura 5-48. Expresion de los genes del entorno genético de las mutaciones #19 y #20. (A) Mapa genético del entorno
de Synpcc7942_2069 y Synpcc7942_2070 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como
RPKM) de los genes del entorno genético de estos dos genes en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa C12
(barras naranjas). RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

Por ultimo, examinaremos el entorno genético de la mutacidn #24, que afecta a la regidn
intergénica entre los genes codificantes de una proteina hipotética y la ARNt i(6)A37
tiotransferasa MiaB. Su entorno genético lo componen genes codificantes para proteinas
hipotéticas conservadas y dos proteinas implicadas en la divisién celular, FtsZ y FtsQ (Figura
5-49, A). La expresion de todos ellos disminuye en comparacién con los niveles obtenidos en la
cepa silvestre (Figura 5-49, B), siendo el p-valor ajustado de todos ellos superior a 0,05 (1 para

todos, excepto para el gen Synpcc7942_2373 que fue de 0,853).
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Figura 5-49. Expresion de los genes del entorno genético de la mutacién #24. (A) Mapa genético del entorno de
Synpcc7942_2373 y Synpcc7942_2374 (en rojo). (B) Comparacion de los niveles de expresion (medidos como RPKM)
de los genes del entorno genético de esta mutacion intergénica en la cepa silvestre (barras verdes) frente a la cepa
C12 (barras naranjas). RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas mapeadas.

5.1.7. Efecto de las mutaciones en otras caracteristicas

Se analizé6 el efecto de estas mutaciones sobre otras caracteristicas de Se7942:
transformabilidad natural, espectro de absorcidn de célula completa, composicién de pigmentos

y formacidn de biofilms.

La capacidad de Se7942 para absorber ADN exdégeno es una caracteristica que se ha
utilizado para construir mutantes productores de compuestos de interés industrial. Es por ello
que decidimos analizar la capacidad de C11-Gias y C12-Giies para ser transformadas
naturalmente. Se transformaron estas dos poblaciones y la cepa silvestre utilizando el plasmido

pMSM2 vy los transformantes se seleccionaron en Sm50. Realizamos ademds un ensayo control
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en el que no afiadimos ADN. Los resultados de una de las réplicas en cada condicién se muestra
en la Figura 5-50. Solo se obtuvieron colonias en la transformacidn natural de la cepa silvestre,
no encontrandose ninguna en la transformacion de C11-Gizus y C12-Giies. Durante el
experimento de evolucidn, las poblaciones C11y C12 han perdido la capacidad de transformarse
naturalmente. De las mutaciones presentes en estas cepas, algunas estan afectando a
componentes del pilus, maquinaria involucrada en la toma del ADN. En el caso de C11-Gis, la
mutacion estd afectando a la proteina PilA, mientras que en C12-Giiss hay dos proteinas

mutadas, PilCy PilT.

WT C11 C12

CONTROL

TN

Figura 5-50. Transformacion natural de la cepa WT y las poblaciones C11-Gi245 y C12-Gi165 con el plasmido pMSM2.
A la izquierda, se muestra el control y la transformacion natural de la cepa silvestre. En el centro, el control y la
transformacién natural de C11-Gix4s. A la derecha, el control y la transformacion natural de C12-G;36s. Control, hace
referencia al experimento de transformacién natural de cada cepa sin ADN (imagenes superiores). TN, hace referencia
a la transformacidn natural de cada cepa con el plasmido pMSM2 (imagenes inferiores).

Dado que la transformabilidad natural estd relacionada con la funcionalidad del pilus tipo
IV, analizamos su presencia en la cepa silvestre y las poblaciones C11-Gizs y C12-Giies.
Realizamos una tincién negativa de cultivos de estas tres cepas con una solucion del 1 % (p/v)
de acido fosfotungstico (apartado 4.9.6). En la Figura 5-51 se muestran las micrografias tomadas
con el microscopio electronico de transmision, observdndose que las células de ambas
poblaciones evolucionadas estan hiperpiliadas. En el caso de C11-Gi24s, la mutacion responsable
de este fenotipo seria la insercién de dos codones en el gen pilA. En Ss6803, se ha observado
que la inactivacidon de PilAl, proteina homdloga a la inactivada en C11-Gis, provoca una
disminucién en el nimero de pili por célula (Bhaya et al., 2000). En el caso de C12-Giies, la cepa
presenta mutaciones en los genes pilCy pilT. En Ss6803, la inactivacién de pilT da lugar a células

hiperpiliadas (Okamoto and Ohmori, 2002), sin embargo, la inactivacidn de pilC no tiene ningun
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efecto sobre el nimero de pili (Bhaya et al., 2000). Estas imagenes indican que tanto C11-Giaas
y C12-Giis estan hiperpiliadas. Sin embargo, se necesita un muestreo mas amplio para
determinar qué mutaciones son responsables del fenotipo de células hiperpiliadas.
Experimentos preliminares sugieren que la mutacién en PilT presente en C12-Giies Seria la
responsable de dicho fenotipo. En el caso de C11-Gizs, no estd tan claro que la mutacion

presente en PilA sea la causante del aumento del nimero de pili en la célula.
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Figura 5-51. Imagenes del microscopio electronico de transmision del pilus de varias cepas. Las células fueron
tefiidas negativamente con una solucion del 1 % (p/v) de 4cido fosfotungstico. (A) Cepa silvestre (WT). (B) Cepa C11-
Gi24s. (C) Cepa C12-Gyi6s. Las flechas rojas indican la posicidon que ocupa el pilus en cada caso. La barra de escala
aparece a la izquierda de la imagen, abajo, siendo en todos los casos de 2 um.

Otra de las caracteristicas que estudiamos fue el espectro de absorcion de célula
completa. Estos experimentos se llevaron a cabo con Se7942 silvestre, con C11-Gia4s, asi como
con otros tres mutantes construidos con las mutaciones de C11-Gizsg y C12-Giies (MSM15,
MSM3 y MSMB5). En la Figura 5-52 se muestra el espectro de absorcion de estos mutantes,
correspondiendo cada uno de los picos a los diferentes pigmentos presentes en Se7942. Los
picos que aparecen a 440 y 680 nm corresponden a la clorofila a, el pico a 495 nm a los

carotenoides y el de 630 nm a las ficobiliproteinas.

Observamos que los espectros de absorcidn de la cepa evolucionada y los mutantes, con
excepcion de MSM3, son diferentes a los de la cepa silvestre. En el caso de C11-Giaas, los picos
de las ficobiliproteinas y el de la clorofila a 680 nm estan aumentados. El espectro de absorcion

de MSMS5 es el que mas difiere del espectro de las demas cepas.

Dado que la medida de la clorofila a (Chla) en cianobacterias es una forma indirecta de
calcular la biomasa, se utilizd el ratio PC/Chla y Ct/Chla para analizar variaciones en dichos
pigmentos en los mutantes. Este valor nos da una estimacion relativa del contenido de PCy Ct
presentes en la célula. El ratio entre la absorbancia de las ficobiliproteinas a 630 nm frente a la
absorbancia de la clorofila a 680 nm, fue similar en las cepas silvestre, C11-Gi43 y MSM3, en
tornoa 1,08 -1,09. En el caso de las cepas MSM15 y MSMD5, este valor fue ligeramente superior,

1,14 y 1,117, respectivamente. Por otro lado, en cuanto al ratio entre la absorbancia de los
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carotenoides a 495 nm frente a la absorbancia de la clorofila a 680 nm, fue similar en las cepas
silvestre, C11-Gi248 y MSM3, en torno a 1,12 — 1,19, como ocurria en el caso anterior. El valor

mas alto fue obtenido en la cepa MSM5 (1,44) seguido de la cepa MSM15 (1,275).
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Figura 5-52. Espectro de absorcion de célula completa de Se7942, cepa silvestre y derivados. Los datos representan
la media de tres réplicas bioldgicas. El espectro de absorcidn de las diferentes cepas esta normalizado por la DO7so. El
espectro de cada cepa se muestra con un color diferente, indicado en la leyenda de la figura.

Se analizd la concentracion de pigmentos de C11-Gizs, en los tres mutantes (MSM15,
MSM3 y MSM5) y Se7942 silvestre (Figura 5-53). En los mutantes MSM15 y MSMS5, no se
observé un cambio en la concentracion de pigmentos analizados, a pesar de que el ratio entre
las ficobiliproteinas y la clorofila, calculado a partir del espectro de absorcion, fuera diferente al
de la cepa silvestre. Lo mismo ocurre con la concentraciéon de carotenoides en estos dos
mutantes, que no presenta variaciones, a pesar de que el ratio de carotenoides/clorofila,

calculado a partir del espectro de absorcién, era mayor.
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Figura 5-53. Contenido de pigmentos en Se7942, cepa silvestre y derivados. Chla, clorofila a; Ct, carotenoides totales;
APC, aloficocianina; PC, ficoeritrina. Los datos corresponden a la media de al menos tres réplicas bioldgicas y se
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representan como la media + DE. ***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparaciéon multiple,
usando como control la cepa Se7942.

En la Figura 5-52, habiamos destacado que los picos de las ficobiliproteinas y el de la
clorofila a 680 nm estaban aumentados para la cepa C11. Este hecho guarda relacién con lo que
se observa en la Figura 5-53, donde la clorofila y las ficobiliproteinas (APC y PC) presentaban

niveles superiores a los de la cepa silvestre, siendo estos aumentos significativos.

En Se7942 se ha demostrado que la inactivacion de PilC y/o PilT da lugar a la formacién
de biofilms (Schatz et al., 2013), involucrando al pilus en la formacidn de estos biofilms. Dado
que C11-Giaas y C12-Giies, presentan mutaciones en algunos de los componentes del pilus,
analizamos la formacion de biofilms en estas cepas. Aiadimos a dicho andlisis los mutantes
MSM15, MSM3 y MSM5. Como observamos en la Figura 5-54, no existen diferencias
significativas en la formacién de biofilm de las cepas analizadas frente a la cepa silvestre. En el
caso de C11-Giaas y C12-Giyes, los valores de absorbancia a 630 nm son mayores que los de la
cepa silvestre, lo que indicaria una mayor cantidad de biofilms. Sin embargo, las barras error
gue representan a la desviacién estandar son muy grandes. Para extraer conclusiones seria
necesario cuantificar estos biofilms utilizando un protocolo menos variable o utilizando técnicas

mas sensibles y especificas, como puede ser la microscopia electrénica de barrido.
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Figura 5-54. Formacion de biofilms en Se7942, cepa silvestre y derivados. La medida de la adherencia se realizé por
espectrometria de las células fijadas y tefiidas con cristal violeta. Los datos corresponden a la media de tres réplicas
bioldgicas y se representan como la media + DE. ns (no significativo) p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparaciéon multiple usando como control la cepa Se7942.
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5.2. Sintesis de acido a-linolénico en Se7942

5.2.1. Condiciones optimas de induccion de los promotores utilizados para
clonar las desaturasas productoras de acido a-linolénico

Para establecer las condiciones dptimas de produccién de acido a-linolénico (ALA),
analizamos la expresion de dos promotores inducibles (PnrsB y Ptrc) en Se7942. PnrsB es un
promotor que regula la expresién del operdn nrsBACD en Ss6803, es inducido por iones Ni** y
presenta una baja transcripcion basal en presencia del represor. El sistema de dos componentes
NrsRS controla su expresion (Lopez-Maury et al., 2002). El promotor Ptrc es un hibrido entre los
promotores trp y lacUV5 de E. coli y es inducible por IPTG (Amann et al., 1988). Los genes
reporteros de la luciferasa (luxAB) de Photorhabdus luminescens fueron clonados aguas abajo
de cada uno de estos promotores. Cada construccion fue introducida en el sitio SN1 del genoma
de Se7942 mediante recombinacién homdloga (apartado 4.8.3) resultando en las cepas
reporteras, MSM18 (PnrsB::luxAB) y MSM25 (Ptrc::luxAB junto con el gen represor lacl?) (Tabla
4-2).

Para analizar la actividad del promotor PnrsB, al cultivo de MSM18 se le afiadié una
solucién 5 uM de NiSO. y se midié la luminiscencia durante 72 h después de la induccién (Figura
5-55, A). Se usaron dos controles en este experimento, la misma cepa (MSM18) sin aiadir la
solucidn de NiSO, y la cepa silvestre de Se7942 que no emite luminiscencia. Como se observa en
la Figura 5-55, A, el maximo nivel de expresion de la luciferasa se obtuvo tras 24 h de induccién
[3.048 + 154 Unidades relativas de luminiscencia (URL)]. Este valor fue unas 2,62 mas bajo en la
cepa MSM18 sin inductor (1.162 + 148 URL). El hecho de que se produzca luminiscencia en
ausencia de niquel, puede deberse a dos motivos. El primero es que el BG11 utilizado lleva Co?
en su composicidn, que también es un inductor de este promotor. El segundo motivo es que
Se7942 no posee en su genoma el operdn nrskRS que controla la expresion de dicho promotor.
Ademas, este valor continud creciendo a lo largo de todo el experimento. Este hecho puede
explicarse porque el promotor PnrsB es inducible también por Co?*, ion metdlico presente en el
medio BG11 (Rippka et al., 1979). Por otro lado, la cepa silvestre de Se7942 no emite

luminiscencia, como cabria esperar.

En el caso del promotor Ptrc, se analizaron concentraciones del inductor (IPTG) desde 0
UM a 1 mM. Su actividad se evalué durante 50 h tras la induccion. En este caso, también usamos

dos controles, la cepa MSM25 con la construccién Ptrc::luxAB sin afiadir IPTG y la cepa silvestre
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de Se7942. El maximo nivel de luminiscencia ocurrid tras 24 h de induccién para concentraciones
superiores a 50 uM de IPTG (Figura 5-55, B). No se observaron diferencias en los niveles de
induccion en concentraciones de IPTG de 100 uM, 500 uM y 1 mM (22.367 + 919 URL, 23.916 +

391 URL Yy 25.047 + 888 URL, respectivamente).

En ambos casos, la maxima actividad luciferasa tuvo lugar tras 24 h de induccién. En el
caso del promotor Ptrc, decidimos usar 1 mM de IPTG, ya que es la concentracién mas utilizada

en bibliografia en Se7942.
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Figura 5-55. Actividad luciferasa en las cepas reporteras de Se7942. (A) Cepa MSM18 afiadiendo y sin afiadir la
solucién 5 uM de NiSO4. (B) Cepa MSM25 inducida con concentraciones crecientes de IPTG. En ambos casos, los datos
mostrados representan la media de tres réplicas independientes y se representan como la media + DE. Las cepas
empleadas se representan en las leyendas de cada panel.

5.2.2. Produccion de acido a-linolénico mediante la sobreexpresion de
desaturasas de Ss7002 en Se7942

Para producir 4cido a-linolénico en Se7942 es necesario introducir dos desaturasas, DesA
y DesB, ya que esta cianobacteria carece de ellas (Wada et al., 1990). DesA introduce un doble

enlace en la posicion A12 y DesB otro en la posicidon A15 (ver Introduccidn, apartado 2.3.2.1). El
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primer paso fue seleccionar el organismo del cual se iban a obtener dichos genes. Utilizamos
Ss7002, ya que el ARNm de DesA se acumula mas rapido en esta cepa (Sakamoto et al., 1997)
gue en otras cianobacterias, como Ss6803 (Los et al., 1993). Por otro lado, existe informacion de
como funcionan estos genes en la produccién de ALA en Ss7002 (Ludwig and Bryant, 2011;
Ludwig and Bryant, 2012; Sakamoto and Bryant, 1997; Sakamoto and Bryant, 2002; Sakamoto
et al., 1997; Sakamoto et al., 1998), ademas de que no se han utilizado anteriormente en otros

organismos para la produccion de dicho acido graso.

Seguidamente, se clonaron estas desaturasas. Para ello, se construyeron tres mutantes
de Se7942, con diferentes construcciones insertadas en SN1: MSM16 (PnrsB::desA), MSM17
(PnrsB::desA-desB) y MSM26 (Ptrc::desA-desB) (Tabla 4-2). MSM16 contiene la desaturasa DesA,
capaz de transformar acido oleico en &acido linoleico. MSM17 y MSM26 contienen las
desaturasas DesA y DesB, capaces de producir ALA, diferencidndose entre si en el promotor de

dichos genes.

El siguiente paso fue determinar las condiciones dptimas para su expresion. El primer
analisis de transcripcién de estas desaturasas fue llevado a cabo por (Sakamoto and Bryant,
1997) mediante hibridacién “Northern Blot”. En el caso de desA, los transcritos fueron tres veces
mas abundantes a 22 °C que a 38 °C. Sin embargo en el caso de desB solo se detectaron a 22 °C.
Mas recientemente, (Ludwig and Bryant, 2012) llegaron a las mismas conclusiones utilizando
datos de secuenciacidn ADNc. Se infiere que era necesario trabajar a bajas temperaturas para
conseguir niveles altos de expresidn de ambas desaturasas, especialmente para DesB. Las
primeras condiciones que se probaron para analizar la produccién de acidos grasos fueron bajas
temperaturas (22 °C) y baja intensidad de luz (60 umol fotones-m2:s?). Seleccionamos esta

intensidad de luz porque es la utilizada normalmente para el crecimiento de Se7942.

Se cultivaron Se7942, Ss7002 y las cepas mutantes (MSM16, MSM17 y MSM26) en las
condiciones descritas en el parrafo anterior y se analizé su composicién de acidos grasos. Ss7002
y Se7942 se utilizaron como controles. MSM16, que contiene la construccidn PnrsB::desA en el
sitio SN1, produjo C18:2 (LA, acido linolénico) (Tabla 5-5), mientras que Se7942 no lo produjo.
MSM16 produce menos LA que Ss7002 (2.58 % frente a 26.16 %). Este resultado puede deberse
a que, o el promotor no es muy fuerte, o el gen desA no funciona eficientemente en Se7942,

entre otros factores.

Por otro lado, MSM17 y MSM26 produjeron C18:3n-3 (ALA), 2.20 % y 7.49 %,
respectivamente. Dado que MSM26 produjo una cantidad de ALA similar a la que produce

Ss7002, se descarto la idea de que DesA no fuera funcional en Se7942. En MSM17 y MSM26, se
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observo que los niveles de los precursores, C18:1n-9y C18:2, disminuyeron (Tabla 5-5). Ademas,
en el caso de MSM26 se detectd también una reduccion de C16:1 (acido palmitoleico), asi como
un aumento de C16:0 (acido palmitico). Cabe destacar que este incremento fue muy marcado
en relacidon a los demas mutantes, pudiéndose ser una de las causas la necesidad de una mayor

cantidad de intermediarios de esta ruta con el objetivo de incrementar el producto final, el ALA.

Tabla 5-5. Composicion de acidos grasos de la cepa silvestre de Se7942 y de las cepas modificadas genéticamente
para expresar las desaturasas DesA y DesB de Ss7002.

Cl6:1 C18:0 C18:1n-9 C18:2 C18:3n-3
0,28 £ 34,45 + 20,40 + 0,25+ 11,50 + 26,16 + 6,26 +
Ss7002
0,26 0,44 1,12 0,21 8,29 8,30 1,80
1,01+ 42,92 + 49,37 + 0,61+ 2,98 + 0,00+ 0,00+
Se7942
0,09 1,64 2,40 0,55 0,74 0,00 0,00
0,98 + 46,77 + 45,90 + 2,81+ 7,33 % 2,58 + 0,00 +
MSM16
0,27 4,36 3,49 2,85 2,89 0,58 0,00
1,03 + 43,47 + 46,90 + 0,81+ 0,67 £ 1,36 + 2,20+
MSM17
0,14 8,16 2,55 0,74 0,21 0,98 0,59
1,56 + 70,44 + 16,22 + 2,73 + 0,00 + 0,00 £ 7,49 +
MSM26
0,40 4,14 2,95 0,47 0,00 0,00 1,43

*Estos datos representan la media de tres o mas réplicas de experimentos independientes + la desviacidén estdndar
(DE).

En la Figura 5-56, se compara la produccion de ALA en nuestras cepas modificadas para la
produccién de dicho acido graso y en los controles, Se7942 y Ss7002. El andlisis estadistico
muestra que no existen diferencias significativas en la producciéon de ALA entre Ss7002 vy el
mutante MSM26. Sin embargo, la produccidn de ALA en MSM17 fue estadisticamente diferente
a la de Ss7002 con una p = 0,0089. Un bajo nivel de expresién del promotor PnrsB en la cepa
MSM17 podria ser la razén por la cual la expresion de los genes desA y desB no produce el mismo
incremento en la sintesis de ALA, tal y como si ocurre en la cepa MSM26. El remplazamiento del
promotor PnrsB por un promotor mas fuerte, Ptrc, da lugar a un incremento de 3,4 veces en la

produccion de ALA.
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Figura 5-56. Produccion de ALA en condiciones de baja intensidad de luz. La barra verde representa a Ss7002, la
barra azul a MSM17 y la barra roja a MSM26. Los datos mostrados representan la media de un minimo de tres
bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. **p < 0,01, ***p < 0,001, test t de Student no
pareado.

Recientemente, (Yang et al.,, 2015) han desarrollado una base de datos llamada
“Cyanomics” (http://lag.ihb.ac.cn/cyanomics) en la que se integran estudios “dmicos”
(transcriptémicos y protedmicos) desarrollados en Ss7002. Utilizando estos datos, recogimos en
la Tabla 5-6 aquellas condiciones que favorecen la expresidon de las desaturasas en este
organismo. De esta manera, podriamos detectar alguna condicién que aumentara la produccion

de ALA.

Tal y como se muestra en la Tabla 5-6, en el caso de la desaturasa DesA solo se encontré
una condicién que podria favorecer la produccidon de ALA, una alta intensidad de luz. Sin
embargo, en el caso de la desaturasa DesB se encontraron seis condiciones que podrian mejorar
dicha produccidn. Entre ellas se encuentra el crecimiento a 22 °C, condiciéon probada en este
trabajo y que mejora la produccién de ALA (Tabla 5-5, Figura 5-56). Las cinco condiciones
restantes fueron la limitacidon de hierro, la limitacién de azufre, una alta intensidad de luz, una
temperatura de 30 °C y una baja concentracién de sal. La Unica condicién comuln entre ambas
desaturasas fue una alta intensidad de luz. Esta condicidn fue probada experimentalmente en
Ss7002 por (Sakamoto et al., 1997), siendo la produccion de ALA 3,8 veces mas alta bajo estas
condiciones luminicas. Por todo ello, utilizamos dicha condicién en los siguientes experimentos
junto a la temperatura de 22 °C. La principal diferencia entre los experimentos realizados por
(Sakamoto et al., 1997) es que utilizaron una intensidad de 250 umol fotones-m2-s* mientras
que en el caso de los datos extraidos de “Cyanomics” utilizaron 900 umol fotones-m2s?. En

nuestro caso utilizamos una intensidad de luz de 250 umol fotones:-m2-s?, ya que en Se7942
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intensidades de luz de 500 — 1.000 pmol fotones-m2-s causan fotodafios en las células (Clarke
et al., 1995; Kulkarni and Golden, 1995). Ademas, en Ss7002 con una intensidad de luz de 250
umol fotones-m2-s ya se ve un efecto positivo en la produccién de ALA (Sakamoto et al., 1997).
Mientras que a 900 pmol fotones'm2-s1, no existen datos experimentales de la cantidad de ALA

producida por Ss7002.

Tabla 5-6. Perfil transcriptomico de las desaturasas DesA y DesB bajo diferentes condiciones de cultivo.

Proteina Condiciones* Fold-change** p-valor**
DesA Alta intensidad de luz 2,52 3,83e24
Limitacion de hierro 2,26 1,56e%
Limitacién de azufre 2,68 1,057
DesB Alta intensidad de luz 6,03 3,26e38
30°C 2,32 0,00010897
Baja concentracion de sal 2,57 0,00017609
22 °C 5,41 1,37e%

*Alta intensidad de luz, 900 umol fotones-m2-s1; Limitacién de hierro, adicién al medio de 720 uM mesilato de
deferoxamina (quelante de Fe); Limitacion de azufre, sustitucidon del MgSO,4-7H,0 por MgCl,-6H,0; Baja concentracion
de sal, medio con 3 mM de NaCl y 0,08 mM de KCl; Temperatura, las condiciones estandar de crecimiento de Ss7002
son 38 °C.

**Los genes con “fold-change” > 2 y “p-valor” < 0,05 estan considerados significativamente sobreexpresados.

En la Figura 5-57, se muestra el analisis de la produccién de ALA de Ss7002 y nuestra cepa
mutante MSM26, que contiene Ptrc::desA-desB. Estos experimentos se realizaron a baja
temperatura (22 °C), y utilizando dos condiciones de luz: alta intensidad (Al), que corresponde a
250 pumol fotones-ms?, y baja intensidad (Bl), que corresponde a 60 umol fotones-m2-s%. La
produccién de ALA aumentd del 6,26 % en Bl al 14,44 % en Al en la cepa Ss7002 (Figura 5-57, B).
En cambio, en la cepa MSM26 no se observaron cambios significativos en la produccién de ALA

al variar las condiciones de iluminacién (Figura 5-57, B): 7,49 % en Bl frente a 8,70 % en Al.
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Figura 5-57. Influencia de la intensidad luminica en la produccion de ALA. Comparacion de la produccién de ALA en
diferentes condiciones de luz de la cepa Ss7002 y del mutante MSM26. Las barras verdes representan a la cepa Ss7002
y las barras rojas a la cepa MSM26. Al, alta intensidad de luz, 250 pmol fotones:m2-s1 (barras rayadas); Bl, baja
intensidad de luz, 60 umol fotones:m=2-s1 (barras lisas). Los datos mostrados representan la media de un minimo de
tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, test t de Student no pareado.

Estos resultados indican que los genes clonados son funcionales en Se7942 y las proteinas
gue codifican, producen niveles de ALA similares a los de la cepa original, Ss7002. Curiosamente,
en la cepa MSM26, la cepa modificada genéticamente con una mayor produccion de ALA, el
acido graso C16:1 es consumido para la produccidn de ALA, al igual que los intermediarios C18
(Tabla 5-5). Por ello, nuestro siguiente objetivo fue aumentar la conversién de los acidos grasos
C16 a C18 mediante la modificacién de la expresion de las enzimas involucradas en la ruta de
sintesis de acidos grasos. De esta manera al aumentar los sustratos utilizados en la produccion

de ALA, podriamos aumentar también la produccién de este acido graso.

5.2.3. Efecto de la modificacion de la expresion de los genes de sintesis y
degradacion de acidos grasos en Se7942

Para investigar el efecto de las modificaciones en los genes de la ruta de sintesis y
degradacion de acidos grasos de Se7942 en la produccién de intermediarios de la sintesis de
ALA, utilizamos la informacion descrita para esta ruta en E. coli (ver Introduccidn, apartado
2.3.1.1). De esta manera, analizamos cinco dianas potenciales, los genes fabD, fabH, fabB, fabF
y fadD. En todos los casos, las condiciones de cultivo fueron 30 °C y 60 umol fotones-m2s?, y
las de induccidén (cuando fuera necesario) 22 °C y 60 pumol fotoness-m?2s?t. La idea era

sobreexpresar estos genes junto con las desaturasas, por lo que hubo que usar una baja
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temperatura de induccion, a la cual hemos demostrado en el apartado anterior una alta

funcionalidad de estas enzimas.

5.2.3.1. Efecto de la sobreexpresion del gen fabD en Se7942 en la produccion de
acidos grasos

FabD es una malonil-CoA ACP transacilasa (MCAT) que cataliza la transferencia de la
fraccion malonil al ACP, dando lugar a malonil-ACP (Joshi and Wakil, 1971) (ver Introduccién,
apartado 2.3.1.1). La sobrexpresiéon de dicho gen en E. coli altera la composicidon de acidos
grasos, aumentando el 4acido cis-vaccénico (C18:1n-7) y disminuyendo el acido palmitoleico

(C16:1) (Magnuson et al., 1992).

En este trabajo, hemos modificado Se7942 para que sobreexprese la proteina FabD, para
ver si tiene el mismo efecto observado en E. coli. Para ello, construimos la cepa MSM24 que
lleva en el SN1 la construccién Ptrc::fabD y analizamos su composicidn de acidos grasos. MSM24
no muestra modificaciones en la composicion de acidos grasos (Figura 5-58). Los pequefios
cambios observados en varios acidos grasos, como por ejemplo C14:0 y C18:1n-9, no presentan
diferencias significativas con Se7942. Concretamente, no se confirma el efecto observado en E.
coli, ya que no se produce un aumento de C18:1 y disminucién de C16:1. Ademas, no se favorece
la produccion de ninguno de los intermediarios necesarios en la produccion de ALA. Por ello,

descartamos la utilizacidn de esta enzima para mejorar la produccion de ALA.
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Figura 5-58. Efecto de la sobreexpresion del gen fabD en el contenido de acidos grasos de Se7942. El c4digo de
colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo
de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
test t de Student no pareado.

5.2.3.2. Efecto de la sobreexpresion y delecion del gen fabH en Se7942
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La siguiente diana de la ruta a modificar fue la enzima B-cetoacil sintasa Ill (FabH), que
cataliza la unién del malonil-CoA con acetil-CoA, formando B-cetoacil-ACP (ver Introduccion,
apartado 2.3.1.1). La sobreexpresion de FabH en E. coli aumenta los acidos grasos C14 y C16
(Tsay et al., 1992), mientras que la delecion del gen produce un aumento de los niveles de acidos
grasos C18 (Yao et al., 2012). En Ss7002, (Kuo and Khosla, 2014) sugieren que la expresién
enddégena de FabH o la sustitucidn por el ortélogo de E. coli deberia aumentar el flujo de acidos

grasos.

Construimos dos mutantes de Se7942: MSM28, que sobreexpresaba el gen fabH de
Se7942 bajo el promotor Ptrc y MSM23 con una delecidon de fabH (Tabla 4-2). Para su
construccién, utilizamos el sistema disefiado por (Matsuoka et al.,, 2001), mediante el cual
sustituimos el gen fabH de la cepa MSM1 por un gen de resistencia a kanamicina y una copia
silvestre del gen rpsi2 de Ss6803 (Figura 5-59, A). Después de tres pases de estos
transformantes en placas con el antibiético correspondiente (Neo), analizamos los mutantes
mediante PCR usando los oligonucleétidos 111 y 112, observandose dos bandas en el gel de
electroforesis. La banda de mayor tamafio (~ 2,6 kb) pertenece a aquellas copias del cromosoma
en las que se ha eliminado el gen fabH, mientras que la banda de menor tamaiio (~ 2,1 kb)
corresponde a las copias silvestres del cromosoma (Figura 5-59, B). Este gen ha sido descrito
recientemente como un gen esencial por (Rubin et al., 2015). Por esta razdn, cuando tratamos

de eliminarlo obtenemos un mutante con una delecién parcial del gen fabH.

«— AfabH
«— WT

Figura 5-59. Construccion del mutante MSM23 deficiente en el gen fabH. (A) Mapa de la regién fabH (1455) del
cromosoma de este mutante asi como de la cepa silvestre (WT). Varias copias del cromosoma de este mutante tienen
la delecién del gen fabH y las otras tienen copias silvestres del cromosoma. Las flechas y los nimeros por encima del
mapa representan los oligonucledtidos usados en el analisis por PCR. (B) Gel de electroforesis de la PCR para analizar
la region fabH del genoma de 6 colonias de MSM23 y de la cepa silvestre (WT). La flecha superior de la derecha indica
la posicién de la banda correspondiente a las copias del cromosoma con la delecidn del gen fabH; la flecha inferior de
la derecha indica la posicidn de la banda correspondiente a las copias del cromosoma con la regidn silvestre del gen
fabH. Como marcador se utilizé “HyperLadder I” (BioLabs).

Con el objeto de conseguir la delecidn del gen fabH, construimos una serie de mutantes
de Se7942 en cuyo cromosoma habiamos introducido una copia extra del gen fabH previamente.

Construimos dos mutantes, MSM30 y MSM28, que contienen en el sitio SN1 una copia extra de
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este gen bajo un promotor inducible, Ptrc y PnrsB con un “riboswitch” dependiente de teofilina
(Nakahira et al.,, 2013), respectivamente (Tabla 4-2). Sobre estos mutantes, realizamos

posteriormente la delecién del gen fabH.

Antes de realizar dicha delecién y su correspondiente analisis, estudiamos el promotor

Ill

PnrsB con el “riboswitch” dependiente de teofilina de la cepa MSM22 (Tabla 4-2). Esta cepa lleva

en SN1 los genes luxAB de Photorhabdus luminescens bajo el promotor PnrsB y este

|ll

“riboswitch”. En ausencia de teofilina, el “riboswitch” forma una estructura en forma de lazo
con el RBS en el ARNm. El “riboswitch” cambia su conformacion cuando se une la teofilina al
aptdmero, dejando libre el RBS y permitiendo la iniciacion de la traduccidn del gen de interés

(Figura 5-60).

) x Ribosoma Teofilina
Aptamero ~
RBS + ‘
—— e
ARNmM

Gen de interés RBS

Figura 5-60. Esquema del modelo funcional del “riboswitch” dependiente de teofilina. En verde, se representa la
secuencia del aptamero donde se une la teofilina; en rojo, se representa la secuencia del sitio de unidn al ribosoma
(RBS); en amarillo, se representa el gen de interés y el coddn de inicio de la traduccién del mismo, AUG; en gris, se
representa el ribosoma; el hexdgono verde, representa una molécula de teofilina. Modificado de (Nakahira et al.,
2013).

Para analizar la actividad del promotor PnrsB con el “riboswitch” de teofilina, se afiadié al
cultivo de la cepa MSM22 una solucidn 5 uM de NiSO4 y otra 2 mM de teofilina y se midié la
luminiscencia durante 96 h tras la induccién (Figura 5-61). Se usaron como controles, la misma
cepa sin anadir teofilina ni NiSO4, o afiadiendo solo NiSO4, 0 aifadiendo solo teofilina y la cepa
silvestre de Se7942 que no emite luminiscencia (Figura 5-61). El maximo nivel de luminiscencia
se obtuvo tras 66 h de induccién (448 + 17 URL). Este valor fue aproximadamente 6 veces mas
alto que en ausencia de inductores (74 £ 16 URL). Ademas, cuando afiadimos un solo inductor
(NiSO4 o teofilina) el nivel de induccion fue similar al de la cepa silvestre de Se7942 y a la cepa
MSM22 sin inductores. Cuando comparamos el proceso de induccion de la cepa MSM22 (Figura
5-61) frente a la cepa MSM18 (Figura 5-55, A), cepa que lleva en el sitio SN1 la construccion
PnrsB::luxAB, observamos varias diferencias. Por un lado, el maximo nivel de induccién de
MSM22 fue mas bajo que el de la cepa MSM18 y tuvo lugar mas tarde, 66 h frente a 24 h. Por
otro lado, la luminiscencia estuvo mas controlada en MSM22, porque el nivel de induccién de la

cepa MSM22 en ausencia de uno de los inductores fue similar al de la cepa silvestre. Este sistema
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nos permitira obtener la expresidn de nuestro gen de interés de forma controlable y en un nivel

muy bajo.
500
—— Se7942
= 40 —=— MSM22
2 —— MSM22+teo
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Figura 5-61. Actividad luciferasa de la cepa reportera MSM22. En verde, cepa silvestre de Se7942; en marron, cepa
MSM22 en ausencia de inductores; en rosa, cepa MSM22 en presencia de 2 mM de teofilina; en rojo, cepa MSM22
en presencia de 5 uM de NiSO4; en morado, cepa MSM22 en presencia de 5 uM de NiSO4 y 2 mM de teofilina. Los
datos de luminiscencia a diferentes tiempos son la media de tres réplicas independientes y se representan como la
media £ DE.

Ill

Una vez determinado el nivel de induccidon del promotor PnrsB con el “riboswitch”
dependiente de teofilina, llevamos a cabo la deleciéon del gen fabH en las cepas MSM30 y
MSM28. Como se ha comentado anteriormente, estas cepas contienen una copia extra de este
gen en SN1 bajo un promotor inducible, Ptrc y PnrsB con un “riboswitch” dependiente de
teofilina, respectivamente. Se uso el plasmido pMSM182 para la delecidn del gen fabH mediante
transformacion natural, obteniéndose las cepas MSM34 y MSM35, respectivamente (Tabla 4-2).
Después de tres pases de los transformantes en Neo, se analizaron mediante PCR usando los
oligonucledtidos 111 y 112 (Figura 5-59, A). Se utilizaron como control de esta PCR las colonias
de la cepa MSM23 obtenidas y analizadas en la PCR de la Figura 5-59, B. El mutante MSM23
presenta una delecién parcial del gen fabH. Los resultados de dicha PCR se muestran en la Figura
5-62. Como ocurria en la Figura 5-59, B, la banda de mayor tamafio (~2.6 kb) pertenece a
aquellas copias del cromosoma en las que se ha eliminado el gen fabH, mientras que la banda
de menor tamafio (~2.1 kb) corresponde a las copias silvestres del cromosoma. En la Figura 5-62
puede observarse que, tanto en las colonias de la cepa MSM35 como en las de la cepa control,
MSM23, se obtienen copias del cromosoma de ambos tipos. Sin embargo, en el caso de las
colonias de la cepa MSM34, solo se observa una banda que corresponde a la delecién del gen
fabH. La eliminacién de este gen solo pudo llevarse a cabo cuando la cepa contenia una copia
extra del gen bajo un promotor fuerte sin inducir, como es el caso de la cepa MSM34. Sin

embargo, cuando usamos un promotor débil, en el caso de la cepa MSM35, la eliminacién del
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gen fabH fue parcial. Esto es lo mismo que ocurrié en la cepa silvestre cuando tratamos de

eliminar dicho gen, obteniendo asi la cepa MSM23.
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Figura 5-62. Analisis mediante de PCR de la region del gen fabH. Se muestran los amplicones obtenidos por PCR con
los cebadores 111 y 112, usando ADN molde proveniente de colonias de las cepas MSM23, MSM34 y MSM35. La
flecha superior de la derecha indica la posicion de la banda correspondiente a las copias del cromosoma con la
delecién del gen fabH; la flecha inferior de la derecha indica la posicién de la banda correspondiente a las copias del
cromosoma con la regién silvestre del gen fabH. Se usé como marcador “HyperLadder |I” (BioLabs).

Una vez construidas todas estas cepas, analizamos la composicién de acidos grasos de
MSM23, que tiene una delecién parcial del gen fabH, y MSM28, que sobreexpresa este gen. El
mutante MSM28 (Figura 5-63, barras amarrillas), produce C12:0, acido graso ausente en la cepa
control Se7942. Se observa también un aumento significativo en la produccién de otros acidos
grasos de cadena corta (C14:0 y C16:1) y una disminucién de acidos grasos de cadena larga
(C18:1). Por el contrario, en el mutante MSM23 (Figura 5-63, barras rosas), la produccion de
acidos grasos de cadena larga aumenta (C18:0 y C18:1n-9) y disminuye la de C16:1. Podemos
decir, por tanto, que el efecto de la delecidn parcial del gen fabH podria ser beneficioso en la
produccién de ALA, ya que en este mutante aumentan los intermediarios C18 y la célula podria

tener mas sustrato para producir nuestro acido graso de interés.
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Figura 5-63. Efecto de la delecién parcial del gen fabH en el contenido de acidos grasos de Se7942. El codigo de
colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos representan la media de un minimo
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de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
test t de Student no pareado.

5.2.3.3. Efecto de la sobreexpresion del gen fabB en el contenido de acidos grasos de
Se7942

FabB es una B-oxoacil sintasa | que cataliza la condensacién del acil-ACP con otro malonil-
CoA, en la ruta ciclica de sintesis de acidos grasos (Edwards et al., 1997) (ver Introduccion,
apartado 2.3.1.1). Ladelecidn del gen fabB en E. coli da lugar a un mutante auxdtrofo para acidos
grasos insaturados (Cronan et al., 1969) mientras que la sobreexpresion de este gen aumenta la

cantidad de C18:1 (Clark et al., 1983).

Cuando comparamos los genes que codifican para las enzimas que participan en la ruta
de sintesis de acidos grasos en Ss7002 y Se7942, observamos que fabB esta presente en Ss7002
pero no en Se7942. En la Tabla 2-3, ya se mostrd que de seis cianobacterias analizadas solo una
de ellas, Ss7002, tenia dicho gen. (Kuo and Khosla, 2014) determinaron que FabB no era esencial
en Ss7002 y especularon que pudiera tener un papel adicional en esta cianobacteria de
crecimiento rdpido. Por esta razén y porque su sobreexpresion en E. coli aumenta el

intermediario C18:1, decidimos identificar la funcidn de este gen en Se7942.

Con objeto de sobreexpresar el gen fabB en Se7942, clonamos fabB de Ss7002 bajo los
promotores PnrsB y Ptrc. Generamos asi dos cepas mutantes, MSM19 y MSM27,
respectivamente (Tabla 4-2), que tenian la construccién integrada en SN1 del cromosoma de
Se7942. En la Figura 5-64 se muestra la composicidn de acidos grasos de estas dos cepas y de la
cepa silvestre de Se7942, utilizada como control. En ambos casos, la sobreexpresion del gen fabB
aumento significativamente la cantidad de C14:0. Este hecho indicaria que FabB presenta una
mayor afinidad por sustratos de cadena corta, tal y como ocurre en E. coliy que ha sido descrito
por (Edwards et al., 1997). Por otro lado, en la cepa MSM27 (Figura 5-64, barras moradas) la
cantidad de C16:0 disminuye, mientras que la de C16:1 aumenta. Este efecto no se observa en
la cepa MSM19, por lo que podria estar relacionado con la cantidad de FabB que se obtiene al
sobreexpresar, ya que MSM19 lleva un promotor mas débil que MSM27. No obstante, el efecto
de este gen en la produccidn de 4cidos grasos no es muy marcado en ninguna de las dos cepas,

por esta razén decidimos utilizar otro sistema para sobreexpresar este gen.

188



5. Resultados

B se7942
B3 Msmi19
El Msm27

*
20-.

Acidos grasos totales (%)

3 ¢ 3 %* &
(o & (o (o &
<

Figura 5-64. Efecto de la sobreexpresion del gen fabB en el contenido de acidos grasos de Se7942. El cddigo de
colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo
de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion mdltiple usando como control la cepa Se7942.

Para ello, construimos otro mutante, MSM20, que lleva el gen fabB clonado bajo el
promotor PnirA de Se7942 descrito por (Aichi et al., 2004) (Tabla 4-2). Como en casos anteriores,
antes de analizar la composicién de acidos grasos de la cepa MSM20, analizamos la actividad del
promotor PnirA. Para ello, construimos la cepa MSM21 que lleva clonados los genes luxAB de
Photorhabdus luminescens bajo el promotor PnirA. En este caso, la construccion no se introdujo
por transformacion natural en SN1, sino que se utilizé un pldsmido, pMSM132, que permitia
introducir la construccidon por conjugacion. pMSM132 fue construido a partir del plasmido
pDEP6, que lleva el origen de trasferencia de RP4, para permitir la conjugacion de E. coli a
Se7942. También contiene el origen de replicacidn del pldsmido pANL, que permite recombinar
con pANL del receptor y formar cointegrados (Encinas et al., 2014). En presencia de amonio el
promotor PnirA se encuentra reprimido y en presencia de nitrato se encuentra activo (Aichi et
al., 2004). Para analizar la actividad del promotor PnirA, se cultivd MSM21 en medio BG11, con
3,75 mM (NH4),S04 para mantener el promotor reprimido. Cuando el cultivo alcanzé una DO720
de ~ 0,5, se lavaron los cultivos en medio BG11,y se inocularon las células en diferentes medios.
Se utilizd medio BG11, medio BG11, con 3,75 mM (NH4),SO4 y medio BG11, con 60 mM KNOs,
siendo los dos primeros controles del experimento. También se usé como control la cepa Se7942
crecida en BG11 que no emite luminiscencia. Se midié la luminiscencia emitida por las células

durante 48 h tras la induccidn (Figura 5-65).

Como se observa en la Figura 5-65, el maximo nivel de luminiscencia se obtuvo tras 24 h
de induccion (1.357.608 + 17.132 URL). Por otro lado, este promotor presenta un alto nivel de

expresion basal cuando esta reprimido con amonio, comparable al que presenta la cepa MSM21
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en medio BG11. El medio BG11 contiene 17.65 mM de NaNOs, de ahi que la expresién del
promotor PnirA en este medio sea alta. Podemos afirmar que la concentracién de amonio
utilizada no estd reprimiendo por completo este promotor. Por otro lado, el nivel de induccién
en BG11, con la solucién de KNO3; es muy alta, por encima de los niveles que habiamos obtenido

con los promotores PnrsB y Ptrc (Figura 5-65).
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Figura 5-65. Actividad luciferasa en la cepa reportera MSM21. En verde, cepa silvestre de Se7942 crecida en BG11;
en rojo, cepa MSM21 en medio BG11; en azul, cepa MSM21 en presencia de NH4* para reprimir el promotor PnirA;
en gris, cepa MSM21 en presencia de NOs- para inducir el promotor PnirA. Se muestran los datos de luminiscencia,
media a diferentes tiempos. Cada valor es la media de tres réplicas independientes * DE.

Una vez determinado el nivel de induccion del promotor PnirA, medimos la produccién
de acidos grasos en la cepa MSM20 (Figura 5-66). Como en el caso de MSM21, esta cepa también
fue construida mediante conjugacion usando el plasmido pMSM130. Solo se observé un cambio
significativo en la produccién de C16:0, disminuyendo ésta en el mutante MSM20, al igual que
ocurria en el mutante MSM27 (Figura 5-64). Este mutante lleva la construccion Ptrc::fabB
clonada en el sitio SN1. En ambos casos el gen fabB se esta sobreexpresando bajo un promotor
inducible fuerte. Ademads, si comparamos estos resultados con los obtenidos en la Figura 5-64,
en la cepa MSM20 no se produce un aumento en C14:0 como habia ocurrido en las cepas

MSM19y MSM27. En la cepa MSM19 el gen fabB estaba clonado en SN1 bajo el promotor PnrsB.
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Figura 5-66. Efecto de la sobreexpresion del gen fabB en el contenido de acidos grasos de Se7942. El cddigo de
colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo
de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
test t de Student no pareado.

Con los datos de todas estas cepas en las que sobreexpresamos fabB bajo diferentes
promotores, podemos concluir que su sobreexpresion no aumenta la produccién de

intermediarios C18:1 como ocurria en E. coli.

5.2.3.4. Efecto de la sobreexpresion del gen fabF en el contenido de acidos grasos de
Se7942

FabF es una B-oxoacil sintasa Il que cataliza la condensacidn del acil-ACP con otro malonil-
CoA, en la ruta ciclica de sintesis de acidos grasos (Edwards et al., 1997) (ver Introduccidn,
apartado 2.3.1.1). Se ha demostrado que la sobreexpresidn de este gen en E. coli es letal debido
a que los altos niveles de FabF bloquean el acceso de FabB al producto generado por FabD

(Subrahmanyam and Cronan, 1998).

A pesar del efecto letal en E. coli, decidimos sobreexpresar el gen fabF en Se7942. Como
se ha comentado en los apartados 2.3.2.1y 5.2.3.3, en Se7942 esta reaccidn solo esta catalizada
por FabF, ya que esta cianobacteria carece de FabB. Por ello, el efecto de bloqueo visto en E. coli
al sobeexpresar fabF, no deberia tener lugar en Se7942. Con dicho fin, generamos el mutante
MSM29, que sobreexpresa fabF bajo el promotor Ptrc integrado en el sitio SN1 del cromosoma
de Se7942 (Tabla 4-2). En la Figura 5-67, se muestra el andlisis de la composicién de este
mutante y de la cepa silvestre Se7942. La sobreexpresion de fabF en presencia de 1 mM de IPTG,
produce una disminucién de dacidos grasos de cadena corta (C14:0, C16:0 y C16:1) y un

incremento en los acidos grasos de cadena larga (C18:0, y C18:1n-9). Estos resultados indican
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que el incremento en los niveles de FabF mejora la transformacion de los acidos grasos C14 y
C16 en acidos grasos C18. Como en el caso de la delecion parcial de FabH, la sobreexpresion de
FabF mejora los intermediarios de la produccién de ALA, y combinando esta sobreexpresion con

la de las desaturasas podriamos, quizas, aumentar la produccién de ALA.
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Figura 5-67. Efecto de la sobreexpresion del gen fabF en el contenido de acidos grasos de Se7942. El cddigo de
colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo
de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
test t de Student no pareado.

En Lactococcus lactis (Morgan-Kiss and Cronan, 2008), se ha visto que la proteina FabF
puede suplir la funcidon de FabH en la sintesis de acidos grasos. Con el fin de determinar si en
Se7942 tenia lugar el mismo fendmeno, delecionamos fabH sobre el mutante MSM29 que
sobreexpresa el gen fabF. Al mutante obtenido con dicha modificacidn lo denominados MSM46
(Tabla 4-2). De esta manera podriamos conseguir una delecién total del gen fabH, en el caso de
que FabF sustituyera la funcion de FabH. Sin embargo, tal y como se observa en la Figura 5-68,
la sobreexpresién de fabF en Se7942 no permitié la delecion completa del gen fabH. Esto

indicaria que la proteina FabF no puede sustituir la actividad llevada a cabo por FabH en Se7942.
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Figura 5-68. Analisis mediante de PCR de la region del gen fabH. Se muestran los amplicones obtenidos por PCR
usando los cebadores 111 y 1112, usando ADN molde proveniente de colonias de las cepas MSM16 y MSM23. La
flecha superior de la derecha indica la posicién de la banda correspondiente a las copias del cromosoma con la
delecion del gen fabH; la flecha inferior de la derecha indica la posicidn de la banda correspondiente a las copias del
cromosoma con la region silvestre del gen fabH. Se usé como marcador “HyperLadder I” (BioLabs).
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5.2.3.5. Efecto de la delecion del gen fadD en el contenido de acidos grasos de Se7942

La ruta de degradacion de acidos grasos de cadena corta y larga es la B-oxidacion. Las
enzimas que participan en esta ruta en E. coli estan bien caracterizadas (ver Introduccidn,
apartado 2.3.1.2), pero en cianobacterias no existen datos bibliograficos ni anotaciones
gendmicas de dichos genes (ver Introduccién, apartado 2.3.2.2), salvo en el caso de fabD. Esta
enzima cataliza el primer paso de la ruta de degradacién de acidos grasos. En E. coli, la delecién
del gen fabD, y con ello el bloqueo de la B-oxidacidén de acidos grasos, provoca la acumulacién
de acidos grasos libres en el citosol (Pech-Canul et al., 2011). En Se7942, dicha eliminacién da
lugar a un cambio en el perfil de dcidos grasos de membrana, particularmente un incremento

en su grado de saturacion (Ruffing and Jones, 2012).

Con esta informacién, delecionamos el gen fabD en Se7942, obteniendo la cepa MSM42
(Tabla 4-2). Para su construccién utilizamos el sistema disefiado por (Matsuoka et al., 2001),
mediante el cual sustituimos el gen fabH por un gen de resistencia a kanamicina y una copia
silvestre del gen rpsi2 de Ss6803 (Figura 5-69, A). Después de tres pases de estos
transformantes en placas con el antibidtico correspondiente (Neo), analizamos los mutantes
mediante PCR usando los oligonucledtidos 109 y 110, observandose una banda en el gel de
electroforesis. La banda que aparece en las siete colonias analizadas presentaba un tamafio de
~ 2,3 kb, el esperado para la eliminacién en el cromosoma del gen fadD. Por otro lado, en
ninguna de las colonias aparecié una banda de mayor tamafio (~ 2,8 kb) correspondiente a las
copias silvestres del cromosoma (Figura 5-69, B). En este caso obtuvimos un mutante puro,

consiguiendo eliminar todas las copias del gen fadD de Se7942.
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Figura 5-69. Construccion del mutante MSM42 deficiente en el gen fadD. (A) Mapa de la region fabD (0918) del
cromosoma de este mutante asi como de la cepa silvestre (WT). Las flechas y los nimeros por encima del mapa
representan los oligonucledtidos usados en el analisis por PCR. (B) Gel de electroforesis de la PCR para analizar la
region fadD del genoma de 16 colonias de MSM42. La flecha superior de la derecha indica la posicion de la banda
correspondiente a las copias del cromosoma con la regién silvestre del gen fadD; la flecha inferior de la derecha indica
la posicion de la banda correspondiente a las copias del cromosoma con la delecién del gen fadD. Se usé como
marcador “HyperLadder I” (BioLabs).

Una vez analizado el genotipo del mutante MSM42, el siguiente paso fue el andlisis de su
composicidn de acidos grasos. Como en los casos anteriores, se compard con la cepa silvestre
de Se7942 y los datos se muestran en la Figura 5-70. En la cepa MSM42 se produjo un aumento
significativo de todos los acidos grasos C18 (C18:0y C18:1n-9), mientras que la cantidad de C16:1
disminuyd. Esta modificacién podria ser beneficiosa para la produccién de ALA, ya que los acidos

grasos C18 son utilizados como sustrato en la produccion de este acido poliinsaturado.
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Figura 5-70. Efecto de la delecién de fadD en la composicidn de acidos grasos de Se7942. El cddigo de colores de las
cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo de tres
réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, test t
de Student no pareado.
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5.2.4. Andlisis de dobles mutantes de Se7942 productores de acido a-
linolénico

Con los resultados obtenidos en el apartado 5.2.3, decidimos construir tres dobles
mutantes productores de ALA. Para ello, usamos la cepa MSM26 (Ptrc:desA-desB en el sitio SN1,
ver Tabla 4-2) en la que introdujimos las modificaciones capaces de aumentar los acidos grasos
C18. En total, elegimos tres cambios: la delecién parcial del gen fabH (ver apartado 5.2.3.2), la
sobreexpresion del gen fabF (ver apartado 5.2.3.4) y la eliminacion del gen fadD (ver apartado
5.2.3.5). De esta manera, obtuvimos tres mutantes, MSM36, MSM39 y MSM43,
respectivamente (Tabla 4-2). En el mutante MSM39, la construccién para sobreexpresar el gen
fabF se introdujo en el sitio SN2. Previamente, comparamos el andlisis de acidos grasos del
mutante MSM32 (Ptrc::fabF en el sitio SN2) frente al mutante MSM29 (Ptrc::fabF en el sitio
SN1) (ver Figura 5-67). No se encontraron diferencias significativas en la composicion de acidos
grasos entre estas dos cepas (datos no mostrados). Por tanto, podemos concluir que la
localizacién en el cromosoma de Se7942 (SN1 o SN2) de la construccion Ptrc::fabF no afecta a

su sobreexpresion.

Una vez construidos los mutantes, analizamos su composicion total de acidos grasos, y
especialmente la produccion de ALA. Se crecieron todas las cepas a 30 °Cy a una intensidad de
luz de 60 umol fotones-m2s™, La induccidn se llevd a cabo a 22 °C mediante la adiciéon de 1 mM
de IPTG, recogiéndose los cultivos 24 h mas tarde. Se extrajeron los acidos grasos y se analizo su
composicion, resultados que se muestran en la Tabla 5-7. En la Figura 5-71, se muestra un

esquema de las cepas analizadas en este apartado, para facilitar la interpretacién de los

Sobreexpresion

resultados.
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Delecion parcial  gopreexpresion Delecidn
fabH fabF fadD

e A

Figura 5-71. Esquema de los dobles mutantes construidos. El codigo de colores utilizado para representar a cada una
de las cepas es el mismo que el de la Figura 5-72.
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Los tres dobles mutantes fueron capaces de producir ALA (C18:3n-3): 6,68 % en MSM36,
17,98 % en MSM39 y 11,80 % en MSM43. En las tres cepas, el nivel de C16:1 disminuyé muy
significativamente. Por otro lado, no se detectaron C18:1n-9 y C18:2. Este perfil de acidos grasos
ya se observd previamente, cuando solo se sobreexpresaban las desaturasas en la cepa MSM26
(ver Tabla 5-5). Sorprende el hecho de que, en todos los mutantes, los niveles de C16:0 estén
por encima de los que presenta la cepa silvestre de Se7942. Por otro lado, en el mutante MSM43,
aumenta el nivel de C14:0, mientras que en MSM36 disminuye y en MSM39 no esta presente
este acido graso. Por ultimo, si atendemos a la concentracién de C18:0 presente en los mutantes,
observamos que el mayor productor de ALA, MSM39, carece de este acido graso. Sin embargo,

en los otros dos mutantes el nivel esta por encima de los niveles de la cepa silvestre.

Tabla 5-7. Composicion de acidos grasos de la cepa silvestre de Se7942 y de las cepas modificadas genéticamente
para mejorar la produccion de ALA (MSM36, MSM39 y MSM43).

Cl6:1 C18:0 C18:1n-9 C18:2 C18:3n-3
1,01+ 42,92 + 49,37 £ 0,61+ 2,98 + 0,00 + 0,00 =
Se7942
0,09 1,64 2,40 0,55 0,74 0,00 0,00
0,32+ 72,70+ 16,28 + 1,70+ 0,00 + 0,00 + 6,68 +
MSM36
0,63 3,21 1,74 1,97 0,00 0,00 0,39
0,00 + 65,53 + 13,56 0,00 + 0,00 + 0,00 + 17,98 +
MSM39
0,00 2,85 2,45 0,00 0,00 0,00 2,51
1,25+ 64,87 + 13,91+ 6,34 + 0,00 = 0,00 = 11,80 £
MSsM43
0,53 3,92 2,68 0,34 0,00 0,00 0,89

Estos datos representan la media de los valores de un minimo de tres réplicas de experimentos independientes * la
desviacién estandar (DE).

Para determinar si existia una mejora en la produccién de ALA en estos tres mutantes
respecto a la cepa MSM26 utilizada como chasis para la construcciéon de los mismos,
comparamos su produccion en la Figura 5-72. Como se observa, tanto MSM39 como MSM43
mejoran significativamente la produccién de ALA, respecto al control MSM26. En el caso de
MSM43, la produccién aumentd un 1,5 %, mientras que en MSM39 el aumento fue de un 2,4 %.
En el mutante MSM36 no mejora dicha produccidn, no observandose diferencias significativas
con la produccion respecto a la cepa control de este experimento. Por tanto, estos resultados
nos indicarian que tanto la sobreexpresion del gen fabF (mutante MSM39) como la delecidn del
gen fadD (mutante MSM43) mejoran la sintesis de ALA en Se7942, siendo la mejora mas acusada
en el mutante MSM39. Sin embargo, la delecion parcial de fabH (mutante MSM36), no esta

afectando a dicha produccion.
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Figura 5-72. Produccion de ALA en el mutante simple MSM26 y en los dobles mutantes, MSM36, MSM39 y MSM43.
El cddigo de colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media
de un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa MSM26.

Se llevd a cabo el andlisis de otros dos dobles mutantes, MSM38 y MSMS40, que
contienen junto a la sobreexpresién de las desaturasas de Ss7002, la sobreexpresion del gen
fabB bajo el promotor PnrsB y la sobrexpresion del gen fabD bajo el promotor Ptrc en el sitio
SN2, respectivamente (Tabla 4-2). A pesar de que la sobreexpresidn de los genes en ausencia de
las desaturasas no tuviera ningun efecto significativo en la composicion de dacidos grasos,
quisimos ver si junto a ellas podria verse algun tipo de cambio. Antes de la construccidn de estos
mutantes, analizamos la composicién de dos mutantes que presentaban dichas construcciones
en el sitio SN2 en ausencia de las desaturasas, MSM31 y MSM33 (Tabla 4-2). Comparamos su
composicion de acidos grasos frente a los mutantes que llevaban dichas construcciones en el
sitio SN1, MSM19 (Figura 5-64) y MSM24 (Figura 5-58) frente a MSM31, no observandose
cambios significativos (datos no mostrados). Por tanto, como ocurria en el caso de la
sobreexpresion de fabF la posicion que ocupan los genes en el cromosoma de Se7942 (SN1 o

SN2) no afecta a la sobreexpresion.

Una vez comprobado que la posicion de las construcciones en un sitio neutral u otro del
cromosoma no afectaba, decidimos analizar la composicion de los dobles mutantes, MSM38 y
MSMA40, y cuyos resultados se muestran en la Tabla 5-8. En la Figura 5-73, se muestra un
esquema de las cepas analizadas en este apartado, para facilitar la interpretacién de los

resultados.
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Figura 5-73. Esquema de los dobles mutantes construidos. El cddigo de colores utilizado para representar a cada una
de las cepas es el mismo que el de la Figura 5-74.

Como puede observarse en la Tabla 5-8, tanto en el mutante MSM38 como en MSM40,
aumenta la cantidad de C18:0 en comparacién con la cepa silvestre, algo que ya habiamos
observado en los mutantes MSM36 (delecion parcial de fabH) y MSM43 (delecién de fadD) (ver
Tabla 5-7). Ademas, la proporcién de acido graso C14:0 también aumenté en MSM38 y MSM40,
hecho que ya se habia dado en MSM43 (ver Tabla 5-7). En ambas cepas, la cantidad de C16:0
aumenta, mientras que la de C16:1 disminuye. Este fendmeno ha tenido lugar en todos los
mutantes en los que hemos sobreexpresado las desaturasas bajo el promotor Ptrc. Por ultimo,

MSM38 y MSM40 producian ALA, a niveles por debajo de MSM23 (7,49 %).

Tabla 5-8. Composicion de acidos grasos de la cepa silvestre de Se7942 y de las cepas modificadas genéticamente
para mejorar la produccién de ALA (MSM38 y MSMA40).

C18:1n-9 C18:3n-3

1,01+ 42,92 + 49,37 + 0,61+ 2,98 + 0,00 + 0,00 +
Se7942

0,09 1.64 2,40 0,55 0,74 0,00 0,00

1,23+ 70,09 + 15,17 + 3,41+ 0,00 + 0,00 + 7,03
MSM38

0,93 2,32 2,45 1,09 0,00 0,00 1,72

2,05+ 59,04 + 29,21 + 3,19+ 0,00 + 0,00 + 2,15+
MSM40

0,37 4,66 1,66 1,59 0,00 0,00 1,11

Estos datos representan la media de los valores de un minimo de tres réplicas de experimentos independientes + la
desviacion estandar (DE).

En la Figura 5-74, se compara la produccion de ALA de los mutantes dobles, MSM38 y
MSMA40, frente al mutante simple, MSM26, a partir del cual fueron construidos. Como se
observa, la produccién de ALA no presenté diferencias significativas entre MSM38 y MSM26.
Por tanto, la modificacion afiadida a MSM38 (Ptrc::fadD en el sitio SN2) no tuvo ningun efecto

sobre la produccidn de ALA. Por otro lado, en MSM40 la produccién de ALA disminuyd
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considerablemente, presentando diferencias significativas frente a MSM26. La sobreexpresion
de fabB en el mutante MSM40 tiene un efecto negativo notable sobre la produccion de ALA,
reduciéndose un 63 %. Este efecto podria estar relacionado con lo que especulaban (Kuo and
Khosla, 2014) acerca de que FabB podria tener un papel adicional en los organismos de

crecimientos rapido, no asociado a la sintesis de acidos grasos.

15

% ALA

Figura 5-74. Produccion de ALA en el mutante simple MSM26 y en los dobles mutantes, MSM38 y MSM40. El cédigo
de colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un
minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacién multiple usando como control la cepa MSM26.

5.2.5. Anadlisis de un triple mutante de Se7942 productor de acido a-
linolénico

Una vez demostrado que la sobreexpresion del gen fabF y la delecidn del gen fadD
mejoran la produccién de ALA, decidimos construir un triple mutante, MSM45 (Tabla 4-2). Este

mutante sobreproduciria FabF y las desaturasas DesA y DesB, mientras que no produciria FadD.

Como en el caso anterior, la cepa se cultivé a 30 °C y a una intensidad de luz de 60 pumol
fotonesm2-s*. La induccidn se llevd a cabo a 22 °C mediante la adicién de 1 mM de IPTG,
recogiéndose los cultivos 24 h mads tarde. Se extrajeron los acidos grasos y se analizé su
composicion. En la Tabla 5-9, se muestra la composicion de acidos grasos de MSM45, asi como
de la cepa silvestre de Se7942. MSMA45 produjo un 22,28 % de ALA, nivel mas elevado que
MSM39, el mutante doble que producia mayor cantidad de ALA (17,98 %) (Tabla 5-7). Cuando
comparamos la composicion de acidos grasos de MSM45 (triple mutante) con MSM26 vy los
mutantes MSM39 y MSM43 (Figura 5-73), observamos variaciones en la composicién. Se
producen una disminucion de C16:1, asi como un aumento en C16:0, aunque menos marcado
en este caso. Desaparecen también los acidos grasos C18:1n-9 y C18:2. En el caso de C14:0, este

acido graso desaparece, tal y como ocurria en la cepa MSM39. Curiosamente, el nivel de C18:0
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aumenta con respecto a la cepa silvestre, al igual que ocurria en la cepa MSM43. Podriamos

atribuir esta subida al efecto de la delecidn del gen fadD.

Tabla 5-9. Composicion de acidos grasos de la cepa silvestre de Se7942 y del triple mutante MSM45.

C16:0 Cl6:1 C18:1n-9 C18:2 C18:3n-3
1,01+ 42,92 + 49,37 0,61+ 2,98 + 0,00 £ 0,00 +
Se7942
0,09 1,64 2,40 0,55 0,74 0,00 0,00
0,00 + 54,46 10,30 = 11,59 + 0,00 + 0,00 + 22,28
MSM45
0,00 1,01 0,79 2,19 0,00 0,00 1,41

Estos datos representan la media de los valores de un minimo de tres réplicas de experimentos independientes + la
desviacién estandar (DE).

Finalmente, en la Figura 5-75 comparamos la produccidn de ALA entre el triple mutante
(MSM45), los dobles mutantes (MSM39 y MSM43) y la cepa Ss7002. Solo en el caso de la cepa
Ss7002 las condiciones de induccidon han cambiado, siendo de Al, ya que en ellas se produce una
mayor cantidad de ALA (apartado 5.2.2). Como podemos observar en esta grafica, la cepa
MSM45 es la mejor productora de ALA, superando los niveles de produccién de los dobles

mutantes y de la cepa Ss7002.
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Figura 5-75. Produccion de ALA en diferentes mutantes de Se7942. Se compara la produccién de ALA en Ss7002 en
condiciones de Al, en los mutantes dobles (MSM39 y MSM43) y en el mutante triple (MSM45). El cédigo de colores
de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media de un minimo de
tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa Ss7002 en condiciones
de Al.

Podemos concluir que la combinacidn de la sobreexpresion del gen fabF y la delecién del
gen fadD con la sobreexpresion de las desaturasas DesA y DesB de Ss7002, permiten la

produccién de ALA en Se7942, incluso a niveles superiores a los de Ss7002, en condiciones que
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favorecen la expresion de dichos genes. El efecto conjunto de estas dos modificaciones,
sobreexpresién de fabF y la delecion de fadD, ya se habia visto en el mutante MSM44. En la
Figura 5-76, se compara la composicidon de acidos grasos entre dicho mutante, frente a los
mutantes simples MSM29 (sobreexpresion de fabF) y MSM42 (delecidon de fadD) (Tabla 4-2).
Como podemos observar en dicha imagen, la composicién de los acidos grasos C16:1, C18:0 y
C18:1n-9 presentaba diferencias significativas al comparar la composicién de los mutantes
simples frente a MSM44. En el caso de C16:1, la concentraciéon es menor en MSM44 que en las
otras dos cepas, mientras que la concentracién de C18:0 y C18:1n-9 fue mayor. Estos cambios

pueden deberse a la suma de efectos de ambas mutaciones.
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Figura 5-76. Efecto de la sobreexpresion de fabF y la delecion de fadD en el contenido de acidos grasos de Se7942.
El cddigo de colores de las cepas analizadas se muestra en la leyenda de la figura. Los datos corresponden a la media
de un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001, ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacion multiple usando como control la cepa MSM44.,

Por ultimo, se construyé otro triple mutante, MSM41, que sobreexpresa fabF, junto a la
delecién parcial del gen fabH y la sobrexpresiéon de ambas desaturasas (Tabla 4-2). Aunque el
efecto de la delecién no habia producido un aumento en la produccién de ALA en el mutante
doble MSM36 (Figura 5-72), decidimos construir este triple mutante para ver si el efecto
conjunto de la sobreexpresion de fabFy la delecidon parcial de fabH podian mejorar la produccion
de ALA. En la Figura 5-77, se compara la produccion de ALA de la cepa MSM41 con los mutantes
dobles MSM39 (sobreexpresiéon de desaturasas y fabF) y MSM36 (sobreexpresiéon de
desaturasas y delecién parcial de fabH) (Tabla 4-2). La produccién en MSM41 fue de 10,44 *
0,15 % ALA, mientras que en los otros dos mutantes fue de 17,98 + 2,51 y 6,68 *+ 0,39,
respectivamente. El mutante triple no superd la produccién del mutante doble que mas

producia, MSM39, sin embargo, si lo hizo respecto al mutante, MSM36. Por tanto, puede
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afirmarse, que la combinacidn de la sobreexpresion de fabF con la delecidn de fabH no mejord

la produccion de ALA respecto a MSM45 (22,28 +1,41).
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Figura 5-77. Produccion de ALA en mutantes de Se7942. La barra azul oscuro representa a la cepa MSM41, la barra
morada a la cepa MSM39 y la barra azul claro a la cepa MSM36. Los datos corresponden a la media de un minimo de
tres réplicas bioldgicas independientes y se representan como la media + DE. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
ANOVA seguida de un test de Dunnet de comparacién miultiple usando como control la cepa MSM41.
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5.3. Modelo metabdlico de Se7942

5.3.1. Construccion y caracteristicas del modelo metabdlico iMS705 de
Se7942

La reconstrucciéon metabdlica de Se7942, denominada iMS705, se realizd en base a la
anotacién de alta calidad de su genoma del GenBank cuyo nimero de acceso es NC_007604. El
genoma de Se7942 consta de 2.695.903 pb y contiene un total de 2.664 genes (ORF). A estos
hay que afiadir los 50 genes del plasmido pANL cuyo tamafio es de 46.366 pb. Dado que muchas
proteinas de Se7942 estan anotadas como proteinas hipotéticas, durante el proceso de
construccion del modelo se realizé una revision exhaustiva de la anotacidn, teniendo en cuenta
tanto la literatura cientifica como bases de datos metabdlicas y bioquimicas (ej. KEGG, BRENDA,

BIGG, entre otras).

El primer paso de la construccidn consistio en la identificacion mediante BLASTp reciproco
de genes ortdlogos entre Se7942 y Ss6803. Se realizd una segunda identificacion de genes
ortdlogos entre Se7942 y E. coli y entre Se7942 y P. putida. De esta manera, se consiguieron
identificar genes de Se7942 con ortdlogos en Ss6803 (434), E. coli (9) y P. putida (21). Esta
informacidn fue utilizada para construir una primera versién del modelo de Se7942 mediante
asignacion automatica de reacciones bioquimicas a genes de Se7942, en funcién de las asignadas
a sus ortélogos en Ss6803, E. coli o P. putida, tal como constan en sus respectivos modelos
metabdlicos iJIN678, iJ01366 y iJN746. La primera version del modelo de Se7942 con los genes
ortdlogos de Ss6803 contenia un total de 700 reacciones, 730 metabolitos y 455 genes. A esta
version, se le afnadieron 21 reacciones, 8 metabolitos y 30 genes contenidos en los modelos de

E. coli MG1655 (iJ01366) y de P. putida KT2440 (i/N1411).

En la Figura 5-78, se muestra un analisis comparativo de las reacciones y metabolitos
compartidos entre el modelo de Ss6803 (iJN746) y los modelos de E. coli MG1655 (iJ01366) y de
P. putida KT2440 (iJN1411). De las 863 reacciones presentes en Ss6803, 509 son comunes a E.
coliy 445 a P. putida (Figura 5-78, A). Por otro lado, de los 797 metabolitos presentes en Ss6803,
596 son comunes a E. coliy 448 a P. putida (Figura 5-78, B). Esto se explica porque la mayoria
de las reacciones y metabolitos que hemos afiadido al modelo provienen de Ss6803, organismo

con el que se generd el primer “draft”.
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A Ss6803 E. coli Ss6803 P. putida
(863) (2583) (863) (1040)
354 | 500 | 2074 | 418 445 | 595
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Figura 5-78. Diagramas de Venn representando el nimero de reacciones y metabolitos comunes entre el
modelo de Ss6803 (iJIN678) y los modelos de E. coli MG1655 (iJ01366) y de P. putida KT2440 (iJN746).
(A) Diagramas de Venn de reacciones comunes. (B) Reacciones de Venn de metabolitos comunes. En
verde, se representa el modelo iJN678; en rosa, se representa el modelo /J01366; en azul, se representa
el modelo iJIN746. Diagramas realizados con InteractiVenn (Heberle et al., 2015).

De esta version inicial del modelo se revisaron manualmente un total de 395 reacciones,
de las cuales 41 fueron descartadas tras observar una insuficiente identidad de secuencia entre
los genes ortoélogos identificados automaticamente (ver criterio en apartado 4.11.2 de Material
y Métodos) y tras llevar a cabo una revision en la literatura para estas reacciones (p. €j., se
eliminaron reacciones de sintesis de tocoferol y cianoficina inicialmente incluidas en el “draft”).

El modelo final (iMS705) contiene 669 reacciones de las 721 del modelo inicial.

A continuacidn, se obtuvo una lista de los genes no comunes entre Se7942 y Ss6803 que
se revisé de forma manual. De esta manera, se anadieron al modelo aquellas reacciones
especificas de Se7942, un total de 54 reacciones, 68 metabolitos y 74 genes. Esta informacion
fue afiadida usando la informacién presente en la base de datos BIGG Models (King et al., 2016),
que recopila la anotacién de todos los modelos publicados hasta el momento. Por otro lado,
analizando la lista de genes comunes entre estas Se7942 y Ss6803 se identificaron aquellas
reacciones que no se habian anotado previamente en el modelo de Ss6803. Este andlisis aportd

al modelo 57 reacciones, 20 metabolitos y 183 genes, informacidon descrita en el modelo iIN678.
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A este nimero hay que afiadir una reaccién mas, la reaccidon de biomasa cuyos metabolitos y

coeficientes estequiométricos se describen en la Tabla 4-7 de Materiales y Métodos.

En resumen, el modelo final de Se7942 (iIMS705) contiene 705 genes, cuyos productos
génicos participan en 843 reacciones involucrando 826 metabolitos. De estas 843 reacciones,
731 fueron introducidas a partir del draft inicial, de las cuales 3 fueron reacciones espontdneas
incluidas basadas en evidencias experimentales. El modelo se completé con un total de 33
reacciones huérfanas incluidas tras una revisién bibliografica que apoyaba la presencia de éstas
en Se7942, pese a que actualmente se desconozca el gen(es) responsables. Asi, por ejemplo, se
introdujo la reaccién llevada a cabo por la enzima gamma caroteno biciclasa, involucrada en el
metabolismo de carotenoides (Schafer et al., 2006). Finalmente, se afadieron 49 reacciones de
intercambio de metabolitos. Todas las reacciones incluidas en el modelo se asignaron a alguno
de los cuatro compartimentos celulares en los que se divide la red metabdlica de Se7942, es

decir, en espacio extracelular, periplasma, citoplasma y membranas tilacoidales.

Las reacciones se categorizaron en 13 subsistemas, tal y como se muestra en la Figura
5-79. Cinco subsistemas incluian un mayor numero de reacciones: transportadores,
metabolismo de carbohidratos, metabolismo de aminodacidos, metabolismo de lipidos vy
metabolismo de vitaminas. Cabe destacar que en iMS705 un alto porcentaje de las reacciones,
13,76 %, estan involucradas en el metabolismo de lipidos, lo que refleja el gran potencial
metabdlico de Se7942 para la sintesis de dichos de compuestos. Por otro lado, el metabolismo
de aminodcidos también tiene un papel importante, ya que el 13,76 % de las reacciones
pertenecen a esta categoria. Algunas de las reacciones involucradas en la sintesis de leucina,
arginina y lisina, ya habian sido modeladas anteriormente en Geobacter metallireducens y se
tomaron del modelo metabdlico iAF987 de este organismo (Feist et al., 2014). Aunque solo
representan un 2,02 % en el modelo de Se7942, se incluyeron las reacciones para las sintesis de
grupos prostéticos y cofactores no descritas en el modelo de Ss6803 (iJN678), pero sien el de E.

coli (i/01366).
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Figura 5-79. Clasificacion funcional de las reacciones metabdlicas en el modelo de Se7942. Las 843 reacciones del
modelo fueron categorizadas en 13 subsistemas, que se indican en la leyenda de la figura.

5.3.2. Comparacion de iMS705 con otros modelos metabdlicos de Se7942

Al mismo tiempo que se construia el modelo metabdlico iMS705 de Se7942, fue publicado
otro modelo metabdlico de Se7942, iJB785 (Broddrick et al., 2016). Por ello decidimos comparar
los modelos existentes hasta el momento, para identificar genes Unicos presentes en cada
modelo, ver qué funcidn realiza la proteina para la que codifican, y afiadirlos en el modelo

mejorado de la cianobacteria Se7942.

En primer lugar, analizamos las reacciones y metabolitos de los modelos de Se7942,
iSyf715 (Triana et al., 2014) e iJB785 (Broddrick et al., 2016), asi como del desarrollado en la
presente tesis, iIMS705. Sin embargo, la anotacién de las reacciones y metabolitos no era la
misma en todos los modelos. Esto se debe a que la nomenclatura utilizada en el modelo iSyf715
no es la estdndar y que utilizan todos los modelos anotados en la base de datos BIGG Models.
Como consecuencia, solo pudimos analizar los genes comunes y no comunes presentes en todos
ellos, tal y como se muestra en la Figura 5-80. Es importante destacar que el nimero de genes
del modelo iSyf715 no es 715 como (Triana et al., 2014) describen en su articulo, sino 714. Si
analizamos el nimero de genes comunes entre los tres modelos, la cifra asciende a 565 genes,
siendo un 80 %, un 79 % y un 72 % de los genes que componen los modelos iMS705, iSyf715 e
iIB785, respectivamente. El porcentaje de genes comunes es alto en todos los casos, lo que

indica que los modelos son muy parecidos. Entre el modelo iIMS705 e iJB785 existen 53 genes
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comunes, no presentes en iSyf715, siendo 60 genes comunes entre iSyf715 e iJB785 y 34 genes
comunes entre iMS705, iSyf715 e iJB785. Hay que destacar también que existen genes que estan

presentes en un Unico modelo, siendo 53 en el caso de iMS705, 55 en iSyf715 y 107 en iJB785.

iIMS705 _ e iJB785

(705) . (785)
53

53 ‘ 107
565
34 60
.

55

Figura 5-80. Diagrama de Venn representando el nimero de genes comunes entre los modelos de Se7942
existentes hasta el momento, iMS705, iJB785 e iSyf715. Diagramas realizados con InteractiVenn.

Dado que iMS705 e iJB785, son los modelos cuya nomenclatura de reacciones vy
metabolitos sigue la descrita en la base de datos BIGG Models, hicimos un analisis comparativo
de los genes presentes en estos dos modelos. De esta manera, observamos que existen 618
genes comunes entre ambos modelos, mientras que el modelo iMS705 tiene 87 genes que no
estan presentes en [JB785 y éste posee 167 genes no presentes en iMS705. Dado que en el
modelo iJB785, (Broddrick et al., 2016) han modelado los fotones de luz como si fuera un
metabolito, decidimos construir sobre él un cuarto modelo metabdlico incluyendo parte de los

87 genes no comunes entre iMS705 e iJB785.

El nuevo modelo (iIMS835) incluye 50 de las 87 reacciones no comunes entre iMS705 e
iIB785 y contiene, 835 genes, 806 metabolitos y 895 reacciones. Ademads, corregimos varios
errores presentes en el modelo iJB785, como la sintesis de glucdgeno, la degradaciéon de acidos
grasos y el intercambio de leucina, que estaban mal anotados. Por otro lado, en colaboracidn
con el Dr. Juan Nogales, del CIB, creamos una ecuacién de biomasa “core” eliminando aquellos
metabolitos que no fueran producto de una reaccion esencial. De esta manera, se obtiene una

biomasa mas simplificada, y por ende, mas cercana a la realidad.
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A continuacidn, comparamos la capacidad de estos modelos para predecir genes
esenciales. Se utilizaron las restricciones minimas estandarizadas en los cuatro modelos,
previamente usadas por (Broddrick et al., 2016), permitiendo una comparacién directa de las
tres redes metabdlicas. Estas condiciones estaban marcadas por tres valores de “uptake”, siendo
la tasa de “uptake” de CO; de -1,99 mmol - gDW?- h, de HCOs3 de -1,99 mmol - gDW?- hly de
fotones de -14,3 mmol - gDW?- h'l. Los resultados obtenidos in silico se compararon con los

datos obtenidos in vivo descritos por (Rubin et al., 2015).

Los resultados de dicha comparacién se muestran en la Tabla 5-10. El modelo /JB785 es el
gue mejor predice los genes esenciales (88 % de aciertos). Le sigue nuestro modelo iMS835 (84
% de aciertos), seguido a su vez por iMS705 (64 %) e iSyf715 (33 %). Si atendemos a la capacidad
predictiva de genes no esenciales, en primer lugar tenemos el modelo iSyf715 (97 % de aciertos),
seguido de nuestro modelo iMS705 (95 %), iMS835 (90 %) e iJIB785 (85 %). Si analizamos el total
de genes correctamente predichos por cada uno de los modelos, en primer lugar tenemos a
iMS705 (79 % de aciertos), seguido de los modelo JB785 y iMS835 (78 % y 75 %,
respectivamente), y terminando con iSyf715 (55 %). Los modelos iJB785, iMS835 e iSyf715, son
capaces de predecir genes beneficiosos, siendo 5, 5 y 1 los genes beneficiosos predichos,
respectivamente. En la categoria de genes beneficiosos se engloban aquellos genes que
provocan defectos en el crecimiento cuando son mutados, es decir, aquellos que disminuyen la
tasa de crecimiento cuando son mutados. Nuestro modelo iMS705, no predijo ningin gen

beneficioso.

Por otro lado, comparamos el nimero total de genes presentes en los modelos iMS705 e
iMS835, segun la concordancia o no de la prediccidon de esencialidad in vivo frente a in silico
(Figura 5-81). Asi, se consideraron concordantes tanto aquellos genes considerados esenciales
in vivo e in silico, como los no esenciales en ambas aproximaciones. Se representaron en verde
en la Figura 5-81. Sin embargo, para los genes cuya prediccion de esencialidad in silico no
coincidia con los resultados in vivo (Rubin et al., 2015), se considerd una no concordancia
(representada en rojo en Figura 5-81). El modelo iMS835 es el modelo que mas genes predijo
correctamente (673, frente a los 587 de iJB785, los 474 de iMS705 y los 376 de iSyf715). En
cuanto al nimero de genes predichos incorrectamente, en primer lugar esta el modelo iSyf715
con 306, seguido de iMS705 con 196 y de iJB785 con 165, y terminando con iMS835 con 125.
Por ultimo, hay que destacar que el nimero de genes no analizados, pues no se contaba con
informacidn in vivo sobre su esencialidad (en azul en la Figura 5-81), fue similar en todos los

modelos: 37 para iMS835, 35 para iMS705, 33 para iJB785 y 32 para iSyf715.
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Genes en el modelo

B3 Concordancia
@ No concordancia
@l No analizados

Figura 5-81. Comparacion de esencialidad de genes in vivo frente a in silico de los modelos de Se7942, iMS835,
iMS705, iJB785 e iSyf715. La concordancia/no concordancia de genes esta basada en la comparacion con los datos in

vivo de los resultados de RB-TnSeq obtenidos por (Broddrick et al., 2016).
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Tabla 5-10. Comparacién de genes esenciales entre los cuatro modelos metabdlicos de Se7942. Modificado de

(Broddrick et al., 2016).
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Si analizamos mas en detalle los genes que presentan discordancias entre la esencialidad
in vivo y la prediccion in silico, podremos clasificarlos en siete categorias (Figura 5-82).
Analizamos Unicamente dichos genes en los modelos iMS835 e iJB785, con el fin de determinar
qué categorias habian mejorado en el modelo iMS835 tras incluirle parte de los genes no
comunes entre iJB785 e iMS705. En la categoria denominada “suposicién estado constante”, se
incluyen los genes requeridos para que el modelo mantenga un balance de masas, aunque
causen una discrepancia. En otras palabras, el organismo posee las enzimas para llevar a cabo
una determinada reaccion, aunque se sabe que no son funcionales, pero en el modelo son
necesarias para su funcionamiento. Al comparar los genes incluidos en esta categoria en los
modelos iMS835 e jJB785 encontramos un numero similar en ambos modelos (3 y 9,
respectivamente). Esto indicaria que los nuevos genes incluidos en iMS835, procedentes de
iMS705 y ausentes en iJB785, estan solucionando alguno de los problemas causados por estos
enzimas. En segundo lugar tenemos los genes que se encuentran “fuera de alcance”,
perteneciendo a esta categoria los genes cuyo impacto en la esencialidad no puede
determinarse en el modelo a escala genémica. Dentro de esta categoria suelen incluirse enzimas
reguladoras, que no tienen efecto in silico, pero si in vivo. En este caso se encuentran 12 genes
en el modelo iJB785 por 4 en iMS835. La tercera categoria, denominada genes “no esenciales
para los componentes de la biomasa” incluye genes que codifican para componentes de la
biomasa que son esenciales para el crecimiento in silico, pero son prescindibles in vivo. En esta
categoria se encuentran 6 genes en el modelo iMS835 por 16 en /JB785. El mayor nimero de
genes en el segundo caso se debe en gran medida al uso de una biomasa “core”, en hemos
eliminado aquellos metabolitos de la reaccién de biomasa que no eran producto de una reaccidn
esencial. En cuarto lugar tenemos genes con una “isoenzima anotada”, es decir, aquellos genes
para los que existe una isoenzima funcional anotada en el genoma que provoca redundancia y
causa discrepancia. En el modelo iMS835 20 genes pertenecen por 19 en iJB785. La siguiente
categoria incluye genes que codifican para subunidades no esenciales en una reaccion esencial
o beneficiosa y que causa discrepancia. El nUmero de genes incluidos en esta categoria son 25
en iMS835 y 23 en iJB785. A continuacién, analizamos los genes que suponen una “red bypass”,
definiéndose estos como genes cuyo delecidén puede ser suplida por una ruta alternativa que
conecta la red metabdlica. Al igual que en el caso anterior, el nUmero de genes incluidos en esta
categoria fue similar en ambos modelos (34 en iMS835 y 36 en iJB785). En ultimo lugar tenemos
la categoria “hueco conocido” que incluye genes que dan lugar a un hueco en la ruta metabdlica,
ya que su funcién o requerimiento metabdlico in vivo es desconocido. En esta categoria el

numero de genes en el modelo iMS835 fue de 33, mientras que en iJB785 fue de 50.

211



6. Discusidn

Analizando en conjunto estos datos, concluimos que las discrepancias en la prediccion de
la esencialidad de genes en ambos modelos fueron similares, independientemente del nimero
total de genes afectados. Solo en el caso de cuatro categorias, la de suposicion de estado
constante, la de fuera de alcance, la de biomasa esencial y la de hueco conocido, estos valores
fueron inferiores en el modelo iMS835. Esto seria consecuencia de las modificaciones realizadas
en el modelo /JB785 y que dieron lugar al modelo iMS835, como se explica al inicio de este

apartado.

= imMs835

Suposicién estado constante
3 iB785

Fuera de alcance
Biomasa no esencial
Isoenzima anotada -I='
Subunidad no esencial -I='
Red bypass -I=l
Hueco conocido -I=.
] ] ]

0 20 40 60
NUmero de discordancias

Figura 5-82. Comparacion de los genes de los modelos iMS705 e iJB785 con discordancia entre la esencialidad in
vivo y la prediccidn in silico. Modificado de (Broddrick et al., 2016).

5.3.3. Comprobaciodn in silico del efecto de las modificaciones realizadas
en Se7942 para la produccion de acido a-linolénico

Para comprobar si el modelo era capaz de predecir modificaciones que mejoraran la
produccién de ALA, decidimos evaluar in silico las modificaciones realizadas in vivo. Analizamos,
por tanto, el efecto in silico de la modificacidn de la expresion de los genes fabH, fabF y fadD en
el modelo metabdlico iIMS835. Previamente, afiadimos al modelo las reacciones necesarias para
la sintesis de ALA, que fueron tomadas del modelo iJIN678 de Ss6803 (Nogales et al., 2012). A

este modelo lo denominaremos iMS835_ALA.

Primeramente, representamos la produccion de ALA frente a la tasa de crecimiento
(Figura 5-83). La relacién entre la produccidon de ALAy la tasa de crecimiento es un equilibro de
tipo sencillo, ya que a mayor produccidn de ALA se produce menor crecimiento y viceversa.
Ademas, esta produccién estd acoplada al crecimiento, ya que cuando no se produce ALA el

organismo no es capaz de crecer.

212



6. Discusidn
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Figura 5-83. Efecto de la produccion de ALA sobre la tasa de crecimiento. La produccion de ALA se representa en el
eje Y como EX_ALA(e). La tasa de crecimiento (k') se representa en el eje X. La linea verde representa la relacion entre
la produccién de ALAy el crecimiento de Se7942. Las unidades para la tasa de crecimiento son h™l y para el EX_ALA(e)
son mmol - gDW-1- h-1

5.3.3.1. Modificacidn in silico de la expresion del gen fabH

En primer lugar analizamos la modificacién in silico de la expresién del gen fabH, que
cataliza una reaccién en el modelo (KAS15). En la Figura 5-84 se representa la relacion en el
modelo iMS835_ALA entre el flujo de esta reacciéon con la tasa de crecimiento (Panel A) o con la
produccién de ALA (Panel B). El estado ideal de la célula es la region representada en verde, en
la que presenta una alta tasa de crecimiento, aunque la produccidn de ALA no sea la maxima
que podria alcanzar. Esto es debido a que la produccién de ALA supone una carga para la célula,
y por ello tiene que encontrar un equilibrio entre crecimiento y produccién de ALA. Esta zona
verde es la interfase entre la zona naranja y la zona azul. La zona naranja representa el estado
natural de la célula, ya que comprende todas las soluciones en las que se produce ALA sin afectar
a la tasa de crecimiento. Es un espacio de soluciones y no una solucién concreta, porque dentro
de una poblacidn cada una de las células presenta una tasa de crecimiento y una produccién de
ALA diferente. Dentro de la zona naranja, se representa con una franja amarilla, las soluciones
que corresponderian a una delecién hipofuncional del gen fabH, cuyos resultados in vivo se
explican en detalle en el apartado 5.2.4. La zona azul representa el estado de la célula para una
produccién éptima de ALA, aunque sea a expensas del crecimiento de Se7942. En esta regién se
incluyen todas las soluciones en las que la célula presenta una menor tasa de crecimiento y una
mayor produccién de ALA que la cepa silvestre. Dentro de esta zona encontramos una franja
roja, regiéon en la cual se encontraria Se7942 cuando se sobreexpresa fabH junto a las
desaturasas en Se7942. Sin embargo, esta condiciéon no fue probada en esta tesis, porque la

sobreexpresion de fabH in vivo no aumentaba la produccion de intermediarios C18 necesarios
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para obtener ALA. Hay que destacar que los datos in silico referentes a una delecidon
hipofuncional del gen fabH coinciden con los datos in vivo. En ambos casos, no se obtiene una

mayor produccién de ALA cuando se realiza una delecién parcialmente funcional de fabH.
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Figura 5-84. Efecto de la tasa de crecimiento y la produccion de ALA en el flujo de la reaccion KAS15 en iMS835_ALA.
(A) Relacidn entre el flujo de KAS15 expresado en mmol-gDW-1-h-1 frente a la tasa de crecimiento en hl. La linea
verde representa la relacién entre la tasa de crecimiento de Se7942 y el flujo de la reaccidon KAS15. (B) Relacion entre
el flujo de KAS15 expresado en mmol-gDW-1-h-! frente a la produccién de ALA en mmol-gDW-1-h-1. La linea verde
representa la relacién entre la produccion de ALA, representada como EX_ALA(e), y el flujo de la reaccién KAS15. En
naranja, se representa el estado natural de la célula. En azul, se representa el estado deseado para una produccion
Optima de ALA. En amarillo, se representa el estado de la célula cuando presenta una delecién hipofuncional del gen
fabH y que se encuentra incluido en el estado naranja. En rojo, se representa el estado de la célula cuando se
sobreexpresa fabH y que se encuentra incluido en el estado azul. En verde, se representa el estado ideal para la célula,
un crecimiento alto para sobrevivir en la poblacidn, aunque no una maxima produccién de ALA.

Ademas, simulamos el efecto de la sobreexpresion de fabH (FabH-Up) y la delecion
parcialmente funcional de este mismo gen (FabH-Down) utilizando el modelo iMS835_ALA. Para
ello, fijamos el flujo de la reaccidon KAS15 al doble o a la mitad del flujo éptimo para la produccion
de ALA en cada mutante, respectivamente. Los nuevos modelos construidos se utilizaron para
estimar la distribucién de flujos en la ruta de sintesis de acidos grasos utilizando el método de
muestreo de Monte Carlo implementado en el paquete COBRA Toolbox 2.0. Esta aproximacion
permite estimar el flujo mas probable para cada una de las reacciones incluidas en esta ruta. Por
tanto, es una herramienta util cuando se comparan dos estados funcionales distintos, al
identificar las diferencias mas significativas en término de distribucion de flujo. Los resultados
(Figura 5-85) muestran que la probabilidad de densidad fue mas alta para el mutante FAbH-
Down cuando el flujo a través de la reaccién de biomasa (BOF_core) fue cero. Eso estaria
indicando que la sobreexpresion de fabH tiene un efecto negativo sobre la biomasa (BOF_core)
mas marcado en este mutante. En el caso del mutante FabH-Up también existe un efecto
negativo, puesto que se reduce el flujo de la reaccion de biomasa respecto al de la cepa silvestre.

El flujo de las desaturasas DesA (DES::12) y DesB(DES::15), esta directamente relacionado con el
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flujo obtenido para la produccién de acido oleico (EX_OA(e)) y de ALA (EX_ALA(e)), siendo
sustrato y producto de estas reacciones, respectivamente. Por otro lado, cabe destacar el
aumento de flujo de la desaturasa DesC en la reaccién DESAT18a en el mutante FabH-Up,
mientras que en el mutante FabH-Down disminuye. Este ultimo resultado, guarda relacién con
los datos encontrados in vivo, en los que vemos una menor produccion de ALA en el mutante
que presenta una delecién hipofuncional del gen fabH (apartado 5.2.3.2). Esta disminucion
podria deberse, a que el flujo que pasa por esta reaccidén ha disminuido con respecto a la cepa

que lleva solo las desaturasas (WT).
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Figura 5-85. Histogramas de muestreo de algunas de las reacciones que componen la ruta de sintesis de ALA en
Se7942. En azul, se representa a la cepa silvestre (WT); en naranja, se representa a la cepa en la que se ha
sobreexpresado fabH (FabH-Up); en verde, se representa a la cepa en la que se ha delecionado parcialmente el gen
fabH (FabH-Down). Se representa la probabilidad (eje Y) de encontrar un determinado flujo (mmol-gDW-1-h-1) para
cada reaccién dentro del rango representado (eje X) al maximizar el objetivo (tasa de crecimiento). Reacciones que
se representan: “BOF_core”, biomasa; “EX_ALA(e)”, produccion de ALA; “EX_OA(e), produccion de acido oleico;
“ACCOAC”, reaccion catalizada por la acetil carboxilasa; “MCOATA”, reaccién catalizada por FabD; “ACOATA”,
reaccidn catalizada por FabH; “DES::12”, reaccién catalizada por DesA; “DES::15”, reaccidn catalizada por DesB;
“DESAT16a”, reaccion catalizada por DesC sobre acidos grasos C16; “DESAT18a”, reaccion catalizada por DesC sobre
acidos grasos C18.

5.3.3.2. Sobreexpresion in silico de fabF

En segundo lugar, analizamos la modificacion in silico de la expresién del gen fabF, que
cataliza diez reacciones en el modelo iMS835_ALA denominadas, EAR40y, EAR6Qy, EAR80y,
EAR100y, EAR120y, EAR140y, EAR160y, EAR180x, OGMEACPS y OPMEACPS. Las dos ultimas
reacciones llevan a cabo reacciones intermediarias en la sintesis de biotina, mientras que las
ocho restantes intervienen en la iniciacién del ciclo de elongacion acidos grasos de cadena

conocida. De esta manera, EAR40y elongaria acidos grasos de 4 atomos de carbono; EAR60Qy,
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elongaria acidos grasos de 6 atomos de carbono; EAR80y, de 8; EAR100y, de 10 y asi

sucesivamente.

En la Figura 5-86 se representa el flujo de las diez reacciones del modelo iMS835_ALA
frente a la tasa de crecimiento. Para todas ellas, salvo para OGMEACPS y OPMEACPS, existe un
flujo maximo de cada reaccién, en torno a 0,05, que se produce el maximo crecimiento. Solo en
el caso de la reaccién EAR180x, el flujo es menor, siendo aproximadamente 0,01. Esto estaria
relacionado con la especificidad de sustrato de la enzima, siendo esta menor para acidos grasos
de 18 atomos de carbono, que para los de 16. Esto estaria asociado con la cantidad de acidos
grasos presentes en la célula in vivo, siendo menor la cantidad de los primeros y mayor la de los
ultimos (ver Figura 5-64). Por otro lado, el flujo de las reacciones OGMEACPS y OPMEACPS
presenta una relacion lineal con la tasa de crecimiento: a mayor flujo, mayor crecimiento. Esto
tiene sentido, ya que son reacciones que forman parte de la sintesis de biotina, un cofactor

esencial para muchas enzimas metabdlicas.
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Figura 5-86. Relacion entre el flujo de cada una de las reacciones catalizadas por FabF expresado en
mmol-gDW-1-h-1frente a la tasa de crecimiento en h-%. Los diferentes paneles representan cada una de las reacciones
catalizadas por FabF y cuyo nombre se indica bajo el eje X. Para realizar estas predicciones se utilizé el modelo
iMS835_ALA.

En la Figura 5-87 se representa el flujo de cada una de las reacciones catalizadas por FabF
en el modelo iMS835_ALA frente a la produccion de ALA. Para todas ellas, existe una relacién
lineal entre el flujo de cada reaccidn y la produccién de ALA. Sin embargo, en todos los casos
esta relacidn lineal es positiva, salvo para OGMEACPS y OPMEACPS, que es negativa. En el caso
de las relaciones lineales positivas, a mayor flujo de la reacciéon se produce una mayor
produccién de ALA. Mientras que en las dos reacciones con una relacion lineal negativa, a mayor

flujo de la reaccidon se produce una menor produccion de ALA. Esto se debe a que las reacciones
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OGMEACPS y OPMEACPS estan involucradas en las sintesis de biotina y no de acidos grasos.

Todas ellas usan el mismo sustrato (acetil-CoA), por lo que al estar produciéndose ALA no

quedaria suficiente cantidad de sustrato para las reacciones OGMEACPS y OPMEACPS. Por ello

disminuye su flujo al aumentar la produccién de ALA. En el mutante que sobreexpresa fabF,

MSM39, el equilibrio se encuentra en la sobreexpresién puesto aumenta la produccién de ALA

sin afectar al crecimiento de Se7942.
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Figura 5-87. Relacion entre el flujo de cada una de las reacciones catalizadas por FabF expresado en
mmol-gDW-1-h-! frente a la produccion de ALA en mmol-gDW-1-h-1, Los diferentes paneles representan cada una de
las reacciones catalizadas por FabF y cuyo nombre se indica bajo el eje X. Para realizar estas predicciones se utiliz6 el
modelo iMS835_ALA.
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Ademas de este andlisis de flujos en la cepa silvestre, simulamos la construccién de dos
mutantes in silico que sobreexpresaban fabF a dos niveles diferentes. En el primero, FabF-2x, las
reacciones catalizadas por FabF presentaban un flujo doble al de la cepa silvestre, WT. En el
segundo, FabF-4x, el flujo era cuatro veces superior al de la cepa silvestre. Como en el caso
anterior, utilizamos el método de muestreo de Monte Carlo para estimar la distribucion de flujos
en la ruta de sintesis de acidos grasos. Como se observa en la Figura 5-88 (grafica superior, titulo
BOF_core), la sobreexpresion de fabF disminuye la biomasa (BOF_core) en ambas cepas. Por
otro lado, la produccion de ALA fue similar en la cepa WT y en la cepa FabF-2x, aunque en la
cepa FabF-4x, dicha produccion disminuyo (grafica superior, titulo EX_ALA(e)). Esto es algo que
ya habiamos visto en la Figura 5-87. Ademas, los flujos de la acetil carboxilasa (grafica superior,
titulo ACCOAC), asi como de FabD (grafica central, titulo MCOATA), aumentaron en ambos
mutantes. Esto indicaria que la sobreexpresién de fabF simula la ruta de sintesis de acidos
grasos. Cabe destacar, por otro lado, que los flujos de las desaturasas DesA (grafica central, titulo
DES::12) y DesB (grafica central, titulo DES::15), aumentaron en el mutante FabF-2x (pico
naranja), mientras que en el mutante FabF-4x (pico verde) se mantuvieron al mismo nivel que
la cepa WT (pico azul). Por otro lado, el flujo de la desaturasa DesC para acidos grasos C16
(gréfica inferior, titulo DESAT16a) disminuyd en ambos mutantes, mientras que la desaturasa
DesC (gréfica inferior, titulo DESAT18a) para acidos grasos C18 aumento. Estos resultados tienen
concordancia con lo que lo ocurre in vivo al sobreexpresar fabF, y que puede observarse en la

Figura 5-67.
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Figura 5-88. Histogramas de muestreo de algunas de las reacciones que componen la ruta de sintesis de ALA en
Se7942. En azul, se representa a la cepa silvestre (WT); en naranja, se representa a la cepa en la que se ha
sobreexpresado FabF con un flujo que duplica al de la cepa silvestre (FabF-2x); en verde, se representa a la cepa en
la que se ha sobreexpresado FabF con un flujo que cuadriplica al de la cepa silvestre (FabF-4x). Se representa la
probabilidad (eje Y) de encontrar un determinado flujo (mmol-gDW-1-h-1) para cada reaccion dentro del rango
representado (eje X) al maximizar el objetivo (tasa de crecimiento). Reacciones que se representan: “BOF_core”,
biomasa; “EX_ALA(e)”, produccidon de ALA; “EX_OA(e), produccidn de acido oleico; “ACCOAC”, reaccion catalizada por
la acetil carboxilasa; “MCOATA”, reaccidn catalizada por FabD; “ACOATA”, reaccion catalizada por FabH; “DES::12”,
reaccidn catalizada por DesA; ”"DES::15”, reaccidn catalizada por DesB; “DESAT16a”, reaccidn catalizada por DesC
sobre acidos grasos C16; “DESAT18a”, reaccion catalizada por DesC sobre acidos grasos C18.

5.3.3.3. Delecion in silico de fadD

En ultimo lugar simulamos el efecto de la delecidn in silico del gen fadD, que cataliza diez
reacciones en el modelo, denominadas FACOAL80i, FACOAL100i, FACOAL120i, FACOAL140;i,
FACOAL160i, FACOAL161i, FACOAL180i, FACOAL181i, FACOAL1821i y FACOAL1831i. Estas
catalizan la degradacion, respectivamente, de acidos grasos C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3.

En primer lugar, analizamos el flujo que presentan estas reacciones in silico en la cepa de
Se7942 que sobreexpresa las desaturasas (MSM26), con el fin de establecer los limites que
pueden alcanzar las mismas. Representamos solo una de las reacciones, puesto que las graficas
para el resto son iguales. En la Figura 5-89 se representa el flujo de una de estas reacciones,
FACOAL1831i, en el modelo iMS835_ALA. Como se observa en el panel A, el flujo maximo de
esta reaccidn solo puede alcanzar valores cercanos a 1,000 mmol-gDW™-h"! ya que, a flujos
mayores Se7942 no es capaz de crecer. Por otro lado, el flujo de esta reaccidn no afecta a la
produccién de ALA, que se mantiene constante en cualquiera de los flujos que se representan

en la Figura 5-89, B.
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Figura 5-89. Efecto de la tasa de crecimiento y la produccion de ALA en el flujo de la reaccion FACOAL1831i en
iMS835_ALA. (A) Relacion entre el flujo de FACOAL1831i expresado en mmol-gDW-1-h-1 frente a la tasa de
crecimiento en h'l, La linea azul representa la relacion entre la tasa de crecimiento de Se7942 y el flujo de la reaccidn
FACOAL1831i. (B) Relacidn entre el flujo de FACOAL1831i expresado en mmol-gDW-1-h-! frente a la produccién de
ALA en mmol-gDW-1-h-1, La linea azul representa la relacion entre la produccion de ALA.

Junto al andlisis de flujos en la cepa silvestre, simulamos a partir del modelo iMS835_ALA
construccién de un mutante en el que el flujo de todas las reacciones catalizadas por FadD fuera
cero. Como en los casos anteriores, utilizamos el método de muestreo de Monte Carlo para
estimar la distribucion de flujos en la ruta de sintesis de acidos grasos. Como se observa en la
Figura 5-90, la delecion del gen fadD in silico no tuvo ninglin efecto sobre la biomasa (grafica
superior, titulo BOF_core), ya que el flujo de la reaccién en la cepa WT y en la cepa DfadD son
solapantes. Lo mismo ocurre con los flujos de las reacciones que componen la ruta de sintesis

de 4cidos grasos.
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Figura 5-90. Histogramas de muestreo de algunas de las reacciones que componen la ruta de sintesis de ALA en
Se7942. En azul, se representa a la cepa silvestre (WT); en naranja, se representa a la cepa en la que se ha delecionado
FadD (DfadD). Se representa la probabilidad (eje Y) de encontrar un determinado flujo (mmol-gDW-1-h-1) para cada
reaccion dentro del rango representado (eje X) al maximizar el objetivo (tasa de crecimiento). Reacciones que se
representan: “BOF_core”, biomasa; “EX_ALA(e)”, produccion de ALA; “EX_OA(e), produccion de acido oleico;
“ACCOAC”, reaccion catalizada por la acetil carboxilasa; “MCOATA”, reaccidn catalizada por FabD; “ACOATA”,
reaccidn catalizada por FabH; “DES::12”, reaccidn catalizada por DesA; ”"DES::15”, reaccidn catalizada por DesB;
“DESAT16a”, reaccion catalizada por DesC sobre acidos grasos C16; “DESAT18a”, reaccion catalizada por DesC sobre
acidos grasos C18.

5.3.4. Identificacidon in silico de nuevos mutantes “knockouts” para
mejorar la produccion de acido a-linolénico

Por ultimo, simulamos la construccién de diferentes mutantes “knockouts” de Se7942 in
silico para mejorar la produccidn de ALA utilizando la “toolbox” de Cobra, llamada GDLS
(“Genetic Design through Local Search”). En primer lugar, redujimos el tamafio del modelo,
eliminando reacciones a través de las que no pasa flujo. A continuacién, obtuvimos la lista de
reacciones esenciales y no esenciales del modelo reducido. Con esto se pretendia obtener una
lista de potenciales reacciones a delecionar. Esta lista consta de los genes que se han descartado
en el modelo reducido, junto a las reacciones no esenciales presentes en el mismo. Esta lista es

necesaria para la “toolbox” explicada al inicio de este parrafo.

Una vez construida dicha lista, el siguiente paso fue utilizar dicha “toolbox” y obtener las
soluciones. Las diferentes soluciones obtenidas, asi como la tasa de crecimiento y la produccidn
de ALA de estas cepas se muestra en la Tabla 5-11. Las reacciones G6PDH2r, GND y PGL forman
parte de la ruta de las pentosas fosfato. La reaccion PDH pertenece al metabolismo del piruvato
y la reacciéon GART, al de purinas. Las reacciones PSERT, PGCD, GHMT2r, ALAD L y VALTA

pertenecen al metabolismo de aminoacidos, de tal manera que la primera participa en el
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metabolismo de glicina, serina y treonina, las dos siguientes en el de arginina y prolina, la
siguiente en el de alanina, aspartato y glutamato y la ultima en el de valina, leucina e isoleucina.
Todas las reacciones, salvo la reaccion GART, usan como sustrato el acetil-CoA. Este metabolito
es el usado para iniciar la ruta de sintesis de acidos grasos en Se7942, por lo que estas rutas
estdn en competiciéon directa con la ruta de sintesis de acidos grasos. Por tanto, si las
bloqueamos total o parcialmente con la delecién de uno o varios genes implicados en dichas
rutas, conseguiremos aumentar el acetil-CoA, y por ende, la produccion de ALA. Esto es lo que
ha ocurrido en todos los mutantes “knockouts” obtenidos in silico, aumentando en todos ellos
la produccién de ALA, aunque siempre a expensas de la tasa de crecimiento (Tabla 5-11,
columnas 3y 4). La tasa de crecimiento de la cepa silvestre in silico es de 0,094985 h, mientras

gue en todos estos mutantes “knockouts” fue menor, tal y como se observa en la Tabla 5-11.

Tabla 5-11. Mutantes “knockout” obtenidos mediante simulacion in silico para mejorar la produccion de ALA.

Nombre
Tasa de Produccién
del Reacciones Nombre de la enzima
”knockouts” crecimiento de ALA
mutante
G6PDH2r Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
M2-A 0,028353 0,144198
PSERT Fosfoserina transaminasa
GND Fosfogluconato deshidrogenasa
2 M2-B 0,028353 0,144198
PGCD Fosfoglicerato deshidrogenasa
PGL 6-fosfoglucolactonasa
M2-C 0,028353 0,144198
PSERT Fosfoserina transaminasa
GART GAR transformilasa-T
3 M3-A 0,045814 0,106410 GHMT2r Glicina hidroximetiltransferasa
GND Fosfogluconato deshidrogenasa
G6PDH2r Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GART GAR transformilasa-T
M4-A 0,020238 0,161759
PDH Piruvato deshidrogenasa
PSERT Fosfoserina transaminasa
ALAD_L L-alanina deshidogenasa
PDH Piruvato deshidrogenasa
M4-B 0,012951 0,17729
4 PGL 6-fosfoglucolactonasa
PSERT Fosfoserina transaminasa
ALAD_L L-alanina deshidogenasa
GND Fosfogluconato deshidrogenasa
M4-C 0,015382 0,172268
PGCD Fosfoglicerato deshidrogenasa
VALTA Valina transaminasa
ALAD_L L-alanina deshidogenasa
5 M5-A 0,015335 0,172370
GART GAR transformilasa-T
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Nombre
Tasa de Produccion
del Reacciones Nombre de la enzima
”knockouts” crecimiento de ALA
mutante
GND Fosfogluconato deshidrogenasa
PGCD Fosfoglicerato deshidrogenasa
VALTA Valina transaminasa
ALAD_L L-alanina deshidogenasa
GART GAR transformilasa-T
PDH Piruvato deshidrogenasa
6 M6-A 0,010635 0,182540
PGL 6-fosfoglucolactonasa
PSERT Fosfoserina transaminasa
VALTA Valina transaminasa

Por otro lado, si representamos la tasa de crecimiento frente a la produccidon de ALA en
los mutantes de la Tabla 5-11, tal y como se muestra en la Figura 5-91, observamos que en
ninguno de los mutantes obtenidos utilizando GDLS la produccion de ALA estd acoplada al
crecimiento. Para que esto fuera asi, el espacio de soluciones de cada mutante, el area
representada en rojo en cada grafica, no deberia contener ninguna tasa de crecimiento en la
que no hubiera producciéon de ALA. En otras palabras, nunca existiria un mutante cuya
produccion de ALA fuera 0 mmol - gDW™- h™, Desde un punto de vista industrial, la obtencién
de un mutante que tenga acoplada la produccidn de un determinado compuesto al crecimiento
es muy deseable. Este acoplamiento significa que solo se necesita un paso para producir el
compuesto deseado. De otra manera, se necesitaria un primer paso para producir biomasa
(etapa de crecimiento) y luego una etapa para la produccién del compuesto en cuestion. La
produccién de un compuesto en una etapa es mas barata y rapida que en dos, es por ello que

es necesario hacer un esfuerzo adicional para conseguir dicho acoplamiento.
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Figura 5-91. Representacion de la tasa de crecimiento frente a la produccién de ALA de los diferentes mutantes
obtenidos in silico. Los diferentes paneles representan cada uno de los mutantes obtenidos in silico y cuyo nombre
se indica sobre cada una de las graficas. En azul, se representa la cepa silvestre; en rojo, se representa el mutante
obtenido in silico. Las unidades de la tasa de crecimiento son hly las de la produccién de ALA son mmol-gDW-1-h1,
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6. Discusion

En esta tesis doctoral se han llevado a cabo diferentes estrategias y experimentos para
manipular la cianobacteria Se7942 por ingenieria genética y metabdlica, con el fin de obtener
un chasis mds atractivo para su uso a nivel industrial. Por un lado, se ha mejorado su tiempo de
generacion mediante evolucidon experimental, con el objetivo de acortar los procesos de
produccién a nivel industrial. Por otro, se ha producido acido alfa-linolénico, un acido graso
omega-3 de gran importancia nutricional. En tercer lugar, se ha desarrollado un modelo
metabdlico de Se7942, que nos ha permitido identificar nuevas dianas para incrementar la

produccién de 4cidos grasos omega-3.

6.1. Evolucion experimental de Se7942

En el afio 1955, Se7942 (denominada en aquella época Anacystis nidulans) fue descrita
como una cianobacteria de crecimiento rapido por (Kratz and Myers, 1955). Estos autores
determinaron que una alta intensidad de luz y una alta temperatura, en torno a 41 °C, eran
condiciones ideales para su rapido crecimiento (tiempo de generacién de 2 h). Sin embargo, tras
su mantenimiento en condiciones de laboratorio, esta cepa ha perdido su capacidad para crecer
rapidamente, incluso a temperaturas por encima de los 38 °C. (Yu et al., 2015) demostraron que

el tiempo de generacidon actual a 41 °C para Se7942 es de 4,9 h.

El objetivo de nuestro trabajo fue conseguir que Se7942 recuperase su capacidad de
crecimiento rdpido. Una cianobacteria que crezca rapido y pueda ser facilmente manipulada
mediante ingenieria genética seria una candidata ideal para una gran cantidad de aplicaciones
biotecnoldgicas, asi como para su uso en procesos industriales. Para ello, llevamos a cabo un
protocolo de evolucién experimental. Esta metodologia es ideal cuando se quieren modificar
fenotipos complejos, ya que no es necesario hacer suposiciones sobre cudles o cudantas
mutaciones seran beneficiosas. Ademas, ofrece otras ventajas como que no son necesarias
herramientas moleculares complejas, solo es necesaria la capacidad para crecer
continuadamente los cultivos. Hay que afiadir que, al ser la tasa de mutacién natural el Unico
recurso de variacion genética, las cepas resultantes son variantes genéticas de la cepa ancestral

y no se consideran OMGs (Organismos Modificados Genéticamente). Esto ofrece una ventaja
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para su uso posterior en producciéon industrial, asi como el hecho de que el experimento de
evolucidn se hace en las condiciones de cultivo que van a usarse posteriormente en dicho

proceso.

6.1.1. Estudio de las cepas obtenidas mediante evolucion experimental

En este experimento de evolucion obtuvimos dos poblaciones, a las que denominamos
C11-Gia48 y C12-Gi16s, y cuyo tiempo de generacion habia mejorado sustancialmente, siendo de
3.13 hy 2.95 h, respectivamente. Por tanto, la evolucién es un método que nos ha permitido

mejorar el tiempo de generacién y cumplir uno de los objetivos planteados.

Por otro lado, cabe destacar que fueron pocas las mutaciones que aparecieron durante el
proceso de evolucién. Como se puede ver en la Figura 5-3, en el caso de C11-Gi,45 aparecieron
Unicamente cinco mutaciones, mientras que en C12-Gies fueron siete. (Yu et al.,, 2015)
describieron una nueva cianobacteria de crecimiento rdpido a la que denominaron
Synechococcus elongatus UTEX 2973. Esta cepa habia sido depositada en la coleccion de cultivos
de algas de la Universidad de Texas (UTEX) como Synechococcus leopoliensis UTEX 625. Sin
embargo, en los ultimos afios, perdidé su capacidad de crecimiento a 38 °C. (Yu et al., 2015)
seleccionaron una colonia que era capaz de crecer a 38 °C en un cultivo mixto de Synechococcus
leopoliensis UTEX 625, y la depositaron en la coleccién de cultivos de algas UTEX como
Synechococcus elongatus UTEX 2973. Esta cepa presenta pequefias diferencias en el genoma
respecto a Se7942. Al analizar el nimero de mutaciones entre los dos genomas, determinaron
qgue un total de 55 SNPs e indels estaban presentes en el genoma de esta cianobacteria. Esta
cifra es mucho mas alta que la que nosotros hemos obtenido durante el experimento de
evolucidn experimental, lo que hace mas dificil la identificacion de la/s posible/s mutacion/es

responsables de dicho fenotipo.

Cabe destacar que, de las cinco mutaciones primeramente detectadas en C11-Giaas
mediante la secuenciacion “lllumina”, solo cuatro de ellas se confirmaron mediante
secuenciacién “Sanger”, tal y como se muestra en la Figura 5-22. La mutacion que afecta al gen
de la acido graso de cadena larga-CoA ligasa no fue detectada utilizando secuenciacién “Sanger”,

y por tanto se debe un error de la secuencia de “lllumina”.
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También hay que destacar el relativamente escaso nimero de generaciones que
necesitamos para mejorar el tiempo de generacion de Se7942. En el caso de Cl11 fueron
necesarias 1248, mientras que en el caso de C12, fueron 1168. En el experimento de evolucion
realizado por Lenski, descrito en el apartado 2.2.1.1, se necesitaron tan solo 200 generaciones

para que mejorara el crecimiento de E. coli (Barrick et al., 2009).

6.1.2. Analisis del tiempo de generacidon de las cepas evolucionadas y los
mutantes construidos

La parte mas importante de los experimentos relacionados con las cepas evolucionadas
fue la identificacion de las mutaciones responsables del fenotipo de crecimiento rapido. Una vez
realizada la secuenciacion completa de las poblaciones C11-Gi24s y C12-Gii6s, SUS Secuencias se
compararon con la cepa silvestre y se identificaron las mutaciones presentes en cada una (Figura
5-3 y Tabla 5-1). Nos resultd sorprendente que con solo 4 mutaciones en C11-G4sy 7 en C12-
Gi16s, las cepas evolucionadas hubiesen practicamente duplicado la velocidad de crecimiento de

Se7942.

Como C11-Giz4s alcanzaba un mayor crecimiento con solo cuatro cambios con respecto a
Se7942 silvestre, decidimos construir mutantes individuales para aclarar el rol de cada uno en
la tasa de crecimiento. Dos de las cuatro mutaciones quedaron descartadas (un cambio en un
gen codificante de una proteina hipotética y otro en el gen pilA, que codifica para las
subunidades del pilus) y concentramos nuestros esfuerzos en las otras dos que, a priori, parecian
mas relevantes, sasA y aroK. Afadimos también a este estudio la mutacién en el gen fadD de
C12-Gii6s, por tratarse de un gen implicado en la degradacion de acidos grasos. Para completar
el estudio, decidimos ademas, construir mutantes dobles (sasA-aroK, sasA-fadD, aroK-fadD) y el
mutante con las mutaciones en los tres genes de interés (para un resumen de los mutantes

construidos, ver Figura 5-32).

Para construir dichos mutantes, elegimos el método descrito por (Matsuoka et al., 2001),
cuya metodologia se describe en el apartado 4.8.4. Este método conlleva el uso de una cepa de
Se7942 con una mutacidén en el gen rps12, que confiere resistencia a estreptomicina. Para
descartar que esta mutacion tuviera un efecto negativo en el crecimiento de Se7942,
comparamos el tiempo de generacidn de la cepa silvestre con el de la cepa MSM1, que contenia

la mutacién en el gen rps12. No se obtuvieron diferencias significativas en el tiempo de
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generacidn entre ambas cepas, tal y como se muestra en la Figura 5-34, A. Por tanto, la mutacién
en el gen rps12 no afecta al crecimiento de Se7942 y podiamos utilizar este sistema para
construir los mutantes individuales sin dar lugar a un enmascaramiento del efecto de las

mutaciones clonadas de las cepas evolucionadas.

Una vez construidos los mutantes sobre la cepa MSM1, los derivados resultantes debian
ser evaluados en su velocidad de crecimiento. En primer lugar, hubo que determinar qué
intensidad de luz seria la apropiada para medir dicho pardmetro. Esto se debe a que durante el
experimento de evolucidn se utilizaron como fuente de luz ldmparas fluorescentes, mientras
que las curvas de crecimiento para calcular el tiempo de generacién se realizaron en el “Multi-
cultivator MC 1000-OD” que llevan instaladas luces LED. Tal y como se puede observar en la
Figura 6-1, los espectros de emisién de ambas fuentes de luz son similares. Ambos tipos de
[dmparas emiten un amplio espectro de luz con una alta liberacion de fotones en los rangos
espectrales azul y verde, que disminuye a partir de 650 nm. Dada la similitud entre ambos
espectros de emisién, los LEDs pueden reemplazar adecuadamente a las luces fluorescentes en
el mismo rango de temperatura de color sin causar cambios significativos en la tasa de
crecimiento de las cianobacterias, asi como en sus propiedades bioquimicas (Schulze et al.,

2014).

Cabe destacar que en los ultimos afios el precio de las luces LEDs ha disminuido
significativamente, aunque todavia son de media cuatro veces mas caros que las luces
fluorescentes. Sin embargo, el coste inicial puede ser compensado por su larga vida Util y a
menudo por la mejor eficiencia energética de las luces LEDs respecto a las luces fluorescentes

(Ooms et al., 2016).

Cuentas
1

Longitud de onda (nm)

Figura 6-1. Comparativa del espectro de luz emitido por luces fluorescentes y por luces LED. En rojo, se muestra el
espectro de emisidn de las luces fluorescentes blancas frias utilizadas en el experimento de evolucion. En azul,
espectro de emisidn de las luces LED frias con filtro LP650 del “Multi-cultivator MC 1000-OD”. En cada gréfica, en el
eje X se representan las longitudes de onda mientras que en el eje Y se representan los valores relativos del poder
Optico irradiado a cada longitud de onda. Modificado de (Ooms et al., 2016).
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Analizamos el crecimiento de los diferentes mutantes, comparando el tiempo de
generacion obtenido a una intensidad de luz de 1.313 pmol fotones-m?2-s? bajo luces
fluorescentes (Figura 5-35) y LEDs (Figura 5-37). No observamos diferencias en los tiempos de
generacion obtenidos para la misma cepa con las diferentes fuentes de luz, un resultado similar

al descrito por (Schulze et al., 2014).

Por otro lado, analizamos el efecto de la intensidad de luz sobre el tiempo de generacion.
Para ello, comparamos el tiempo de generacidon obtenido utilizando luces LED a 280 umol
fotones-m2-s’}(Figura 5-35) y a 1.313 umol fotones-m2s! (Figura 5-37). A baja intensidad de luz,
Figura 5-35, solo el mutante MSM15 no presentaba diferencias en el tiempo de generacion
respecto a C11-Giass. Es decir, son necesarias tanto la mutacion en el gen aroK (mutacién #12)
como la presente en sasA (mutacidn #21) para que el tiempo de generacién no varie respecto a
C11-Gjas. Sin embargo, a alta intensidad de luz, tanto usando luces LED como ldmparas
fluorescentes, basta una sola mutacidn, aquella en arok (mutante MSM3), para alcanzar la tasa

de crecimiento de C11-Giass (Figura 5-37 y Figura 5-36).

En resumen, el tiempo de generacion no se vio afectado por el tipo de luz utilizada, ya
sean luces LED o fluorescentes. Por otro lado, la intensidad de luz si afecté al tiempo de
generacion. A baja intensidad de luz son necesarias dos mutaciones, la mutacion #12 y la #21,
qgue se encuentra en el gen que codifica para la shikimato kinasa y para la histidina kinasa,

respectivamente, mientras que a alta intensidad de luz, solo es necesaria la mutacién #12.

6.1.3. Estudio de la transformabilidad natural en las cepas evolucionadas

Las cepas evolucionadas presentaron, sin embargo, la pérdida de una de las caracteristicas
que permite la facil manipulacién genética de Se7942, la transformabilidad natural. Aunque
Se7942 puede también recibir ADN mediante conjugacion, el protocolo es mas trabajoso v,
ademas, es necesaria la comprobacion posterior de que las colonias transconjugantes obtenidas
son axénicas. Ademas, la seleccion de los transconjugantes con el antibidtico es mas lenta,
relacionada con el tiempo que tardan las bacterias donadoras del pldsmido en morir. Datos
previos de nuestro laboratorio (Tesis David Encinas Pisa) nos han permitido la comparacion
directa de la eficiencia de conjugacion y transformacion de Se7942. En las condiciones
experimentales en las que se realizan estas técnicas (ver epigrafes 4.8.2 y 4.8.3) la frecuencia de

conjugacién y transformacion fue de 1-103 y 1,2-10°%, respectivamente. Ademads, en esa misma
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tesis se demostré que la eficiencia de estos sistemas de introduccién de ADN en Se7942 estaba
afectada en gran medida por los sistemas de restriccion-modificacion presentes en este
organismo. Sin embargo, una de las ventajas que presenta la introduccion de material genético
en Se7942 mediante la conjugacién es que no tiene limitacion en el tamano del ADN transferido.
En muchos casos, esta metodologia es elegida cuando se quieren introducir fragmentos de gran

tamanfio o incluso cuando se quiere obtener merodiploides (Ruffing, 2011).

En bacterias Gram negativas, la competencia natural esta relacionada con el pilus tipo IV
(T4P) que forma el sistema de secrecion tipo Il (T2SS). En cianobacterias, los homdlogos a las
proteinas que forman dicho pilus, estan involucrados en la transformacién natural. Ademas de
formar la estructura y el motor del pilus, estas proteinas participan en la uniéon de ADN exdgeno
en la superficie celular, en el transporte al citoplasma, en el procesamiento del ADN en una
hebra simple, y en la proteccion frente a endonucleasas de restriccién (Chen and Dubnau, 2004).
Tanto C11-Gi24s como C12-Giies presentan mutaciones en uno o mas genes que componen dicha
estructura. Para entender mejor cdmo pueden estar afectando dichas mutaciones a la

transformacion natural, vamos a describir cada uno de los componentes de dicha estructura.

El pilus tipo IV consiste en un homopolimero de pequefias proteinas PilA organizadas
helicoidalmente. La extensién o retraccion del pilus consiste en la adicidon o sustraccion de
unidades de PilA mediante ATPasas de ensamblaje (PilB) y ATPasas de desensamblaje (PilT). Las
pilinas PilA (en Se7942 existen dos tipos, PilAl y PilA2) se sintetizan como prepilinas que son
procesadas proteoliticamente por accidn de PilD, situada en la membrana interna (Bhaya et al.,
2000). PilC es una proteina localizada en la membrana interna y es necesaria para el ensamblaje
del pilus, ya que proporciona la base sobre la que se va a construir dicha estructura (Imam et al.,
2011). En Streptococcus pneumoniae, existen evidencias de interaccidn directa entre pilusy ADN
mediante microscopia electrénica (Laurenceau et al., 2013). Ademas, estos autores proponen
que el pilus es el receptor primario durante la transformacién natural. Por tanto, la funcidn del
pilus seria captar el ADN extracelular y transportarlo al espacio peripldsmico a través del canal
formado por la proteina PilQ (Burkhardt et al., 2011). Una vez en el espacio periplasmico, el ADN
pasaria de cadena doble a cadena sencilla por accién de ComA (Yoshihara et al., 2001) o ComF
(Nakasugi et al., 2006). El ADN captado pasaria al citosol gracias al hipotético canal similar a
ComEC propuesto por (Yoshihara et al., 2001). Un esquema de cémo tendria lugar este proceso

se muestra en la Figura 6-2.
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Figura 6-2. Esquema de la maquinaria del pilus T4P de Se7942. Se representa el proceso de ensamblaje del pilus, asi
como las proteinas involucradas en la captacion y translocacion de ADN al citoplasma. Modelo basado en (Chen and
Dubnau, 2004; Nakasugi et al., 2006; Okamoto and Ohmori, 2002; Schuergers and Wilde, 2015; Yoshihara et al., 2001).

En Ss6803, la disrupcién de los genes pilA, pilT y otros que codifican componentes de la
estructura del pilus, afectan a la formacién del pilus, asi como a la competencia natural (Bhaya
et al., 2000; Yoshihara et al., 2001). La disrupcién de cualquiera de los genes implicados en la
competencia, comA, comF, comE o comC, también da lugar a la pérdida de esta capacidad

(Nakasugi et al., 2006).

En el caso de C11-Gias, la proteina implicada en la transformacién que esta mutada es
PilA, que presenta una insercidn de 6 nucledtidos sin cambios en el marco de lectura (ver Tabla
5-1y Figura 5-4). Como se ha mencionado en el apartado 5.1.2.1, la insercidn afecta a una hélice
alfa, cambiando el plegamiento de la proteina, pero no su hidrofobicidad. Aunque podria
pensarse que este cambio afectaria a la unidn entre cadenas en el proceso de ensamblaje del
pilus, si analizamos las imagenes tomadas con el microscopio electrénico de transmisién (Figura
5-51) observamos que la poblacion C11-Giaas si presenta pilus en su superficie. Sin embargo,
(Sokol, 2015) muté una de las dos copias del gen pilA, obteniendo asi copias silvestres y mutadas
de PilA. La mutaciéon afectaba al residuo 170 de la proteina codificada por el gen
Synpcc7942 0049, que da lugar a un cambio de una alanina por un aspartico. Como
consecuencia de la mutacidn, observaron que la presencia de estos dos tipos de proteina PilA
impedia el ensamblaje del pilus. Estos autores especulan que la cercania de esta mutacion a un
bucle D, el cual es esencial para el ensamblaje del pilus y su funcién, es responsable de dicho

efecto. En nuestro caso ocurre lo contrario, a pesar de tener dos copias diferentes de la proteina
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PilA el pilus es capaz de formarse, tal y como se ve en la Figura 5-51 Sin embargo, este pilus no
es funcional ya que C11-Giz4s no puede ser transformada naturalmente, hecho que puede

observarse en la Figura 5-50.

En el caso de C12-Gies, la explicaciéon de la pérdida de competencia natural es mas
compleja, por dos motivos. Por un lado, en la poblacidon C12-Gii6s existen dos mutaciones en
sendas proteinas que participan en la formacién del pilus, PilC y PilT. Pero, por otro lado las
mutaciones son SNPs (ver Tabla 5-1, Figura 5-16 y Figura 5-17), siendo mds dificil determinar el
efecto que pueda tener dicha mutacidn sobre la actividad de la proteina. En ambos casos, ese
SNP da lugar a un cambio de aminoacido, una valina por una glicina en la posicidon 85 de la
proteina PilC y una arginina por una glicina en la posicién 178 en el caso de PilT. En el caso de
PilC, no pudimos realizar un modelado de la proteina con suficiente confianza para determinar
si estaba afectando a su funcionalidad. Sin embargo, en PilT se conoce la existencia de cuatro
dominios que estan involucrados en la funcién de la proteina, no encontrandose la mutacién en

ninguno de ellos.

El residuo mutado en la proteina PilC estad altamente conservado entre cianobacterias
(Figura 5-16). Por tanto, podria ser el responsable de la pérdida de la competencia. En Ss6803,
la disrupcion de la proteina PilC mediante insercién del transposén Tn5, da lugar a pérdida de
competencia (Yoshihara et al., 2001). El caso de la proteina PilT es similar a la anterior. La
mutacion también afecta a un residuo muy conservado en cianobacterias (Figura 5-17), pero si
que tiene un efecto claro en la distribucién de la carga. Por ello, podria ser la responsable de la
pérdida de la competencia natural. Para averiguar cual de las mutaciones es la responsable de
esta pérdida, se clonarian por separado y se analizaria la eficiencia de transformacién natural.
Quizas, el efecto no se deba a una de las mutaciones, sino al efecto conjunto de las dos.

Esperamos clarificar esto con futuros experimentos.

La cepa reconstruida en el laboratorio con las mutaciones de C11-Gias puede ser
transformada naturalmente. Esto se debe a que las mutaciones que hemos introducido no estan
relacionadas con la transformabilidad natural. Por ello, la cepa reconstruida es una buena

candidata para ser utilizada en ingenieria genética.

En Se7942 la formacion de biofilm estd causada por inactivacién de las proteinas
homologas del sistema T2SS /pilus T4P y estd asociada con la deficiencia de proteinas de
secrecion (Schatz et al., 2013). Estos autores determinaron que la inactivacidon de los genes
Synpcc7942 2071y Synpcc7942 2069, que codifican para PilB y PilC, respectivamente, da lugar

a un fenotipo de formacién de biofilm. Sin embargo, la inactivacién del gen Synpcc7942_ 2070,

235



6. Discusidn

que codifica para PilT, no forma biofilm, debido probablemente a la presencia en el genoma de
Se7942 de dos genes adicionales que codifican para homélogos de PilT (Synpcc7942_0847 y
Synpcc7942_2349).

6.1.4. Efecto de las mutaciones sobre la expresion génica

En cuanto a los datos de transcriptémica obtenidos de las cepas evolucionadas, cabe
destacar que: i) no se encontré ningun efecto a nivel global sobre la expresidén de una categoria
concreta de genes; ii) el niUmero de genes cuya expresion génica diferia significativamente entre
las cepas evolucionadas (C11-Gizs y C12-Gi1es) Y la silvestre era pequefio (29 para C11-Giasy 5
para C12-Giies); iii) la expresion de dichos genes era generalmente inferior en las cepas

evolucionadas.

Las mutaciones en los genes aroK (Synpcc7942_0894) y sasA (Synpcc7942_2114) tienen
un efecto directo sobre el crecimiento de Se7942, como hemos observado (Figura 5-35, Figura
5-36 y Figura 5-37). AroK mejora la tasa de crecimiento a alta intensidad de luz, mientras que a
baja intensidad de luz se requieren ambas mutaciones para lograr un mayor crecimiento. La
mutacion en aroK se localiza en su regién promotora. Andlisis transcriptdmicos preliminares
indican que la expresidén de este gen podria estar incrementada en C11-Giss. Sin embargo,
necesitariamos contar con mas réplicas biolégicas en dicho andlisis para tener una confianza
estadistica que permita evaluar la variacion en la expresion génica. Por otra parte, ya contamos
con el mutante individual con este SNP (MSM3) y planeamos evaluar por RNAseq y/o RT-PCR el
efecto de dicha mutacidén en la expresidon de aroK. Este gen aroK codifica para una enzima de la
ruta de sintesis del corismato, que es usado en cianobacterias para la sintesis de plastoquinona
(Nowicka and Kruk, 2016; Pfaff et al., 2014). Esta molécula tiene un papel importante en la
fotosintesis, ya que transfiere los electrones del centro de reaccidn del fotosistema Il al complejo
citocromo bef. (Pfaff et al., 2014) observaron que, en Ss6803, al delecionar varios genes que
codifican para proteinas de la ruta de transformacion del corismato en plastoquinona, se reducia
el contenido de ésta. Esto tenia como consecuencia una reducida tasa de fotosintesis, que daba
lugar a una disminucién en el crecimiento. En nuestro caso, podria estar ocurriendo lo contrario.
Es decir, C11-Gi24s produciria mas plastoquinona, lo que aumentaria la tasa de fotosintesis vy,
como consecuencia directa, disminuiria el tiempo de generacidn. En el futuro seria importante

comparar cuantitativamente los niveles de plastoquinona presentes en las cepas mutantes con
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respecto a la cepa silvestre, asi como medir la tasa de fotosintesis que posee de cada una de

ellas.

El gen sasA codifica para una histidina kinasa, que junto a un regulador de respuesta
(RpaA), forma un sistema regulatorio de dos componentes que ayuda a mantener el control
circadiano de la expresion génica (Takai et al., 2006). En Se7942 se ha visto que la disrupcién de
sasA o rpaA da lugar a apagones en el ritmo circadiano o a arritmia, dependiendo de las
condiciones de cultivo (lwasaki et al., 2000; Takai et al., 2006). En nuestro caso, la delecidn en
SasA se encuentra en la region C-terminal (Figura 5-19), por lo que podria afectar a la actividad
del dominio histidina kinasa. En el modelado de sasA que se muestra en la Figura 5-20, se aprecia
que en la proteina mutada desaparecen una hoja beta, una hélice alfa y un lazo, lo que
probablemente conduzca a una pérdida de funcidn de la proteina. Se ha descrito que un
mutante sasA” de Se7942 crece a la misma velocidad que la cepa silvestre en condiciones de luz
continua, mientras que el crecimiento es menor en condiciones de luz-oscuridad (Takai et al.,
2006). Dicho mutante no mantenia los ritmos circadianos en luz continua de alta intensidad,
pero si a baja luminosidad, en que reducia el periodo del ritmo (lwasaki et al., 2000). Por otro
lado, la delecién de sasA no da lugar a un fenotipo de elongamiento celular, como ocurre con
otros elementos del ritmo circadiano (Dong et al., 2010). Sin embargo, no existen estudios que
correlacionen la delecién de sasA con un aumento en la tasa de crecimiento de Se7942.
Desafortunadamente, no disponemos de datos experimentales sobre el ritmo circadiano de la
poblacién C11-Gia4s, asi como los derivados de Se7942 que contienen dicha mutacién. Seria
importante, en el futuro, medir el ritmo circadiano de dichas cepas, para dilucidar la relacion

entre un crecimiento mas rapido y el ritmo circadiano.

Tanto en C11-Gi24s como en C12-Giies €xisten mutaciones que afectan a la expresion de
proteinas hipotéticas cuyo efecto no tenemos en cuenta. También existen proteinas cuya
expresion afecta directa o indirectamente a la sintesis y composicidon de pigmentos de la célula.
Por ello, decidimos estudiar la composicion de pigmentos de C11-Gi4s, asi como de algunos

derivados de Se7942 que contenian algunas de las mutaciones de las cepas evolucionadas.

Para ello, analizamos tanto el espectro de célula completa como la composicidn en pg/ml
de cada de uno de los pigmentos (Figura 5-52 y Figura 5-53, respectivamente). Aunque los ratios
de carotenoides/clorofila y ficobiliproteinas/clorofila calculados a partir del espectro de
absorcién fueron diferentes en las cepas MSM5 y MSM15, no se observd ningln cambio en la
composicion cuantitativa de cada uno de los pigmentos. Por otro lado, aunque en C11-Gjaas

ambos ratios fueron similares a los de la cepa silvestre, los picos de las ficobiliproteinas y el de
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la clorofila a 680 nm estaban aumentados en el espectro de absorcién en comparacién con la
cepa silvestre. Cuando cuantificamos cada uno de estos pigmentos, observamos también dicho
aumento, por lo que ambos datos estarian correlacionados. Por tanto, alguna de las mutaciones
presentes en C11-Gi4s Y que no hemos clonado en los mutantes que hemos construido estd
afectando a la composicidén de los pigmentos, en concreto a la clorofila y a las ficobiliproteinas

(APCYy PC).
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6.2. Sintesis de acido a-linolénico en Se7942

6.2.1. Ventajas y desventajas del uso de las cianobacterias para la
produccion de acidos grasos

La produccién microbiana de acidos grasos ha recibido mucha atencidn en los ultimos
afios como materia prima para la produccion de energia renovable (Ruffing, 2014). Los
principales esfuerzos se han centrado en la ingenieria genética de E. coli. Sin embargo, la
produccién de 4cidos grasos en E. coli requiere de una fuente de carbono (glucosa, por ejemplo),
gue tiene que ser proporcionada en el medio de cultivo. En la actualidad, estas fuentes de
carbono son prohibitivamente caras para ser utilizadas como materia prima para un producto
de bajo valor como el combustible. La principal ventaja de usar microorganismos fotosintéticos
sobre otras bacterias es su capacidad para usar la fotosintesis para capturar energia de la luz
solar y convertir el CO; en productos de interés. Ademas, las cianobacterias son faciles de
manipular genéticamente, y algunas de ellas han sido ya modificadas para la produccion de

acidos grasos (ver apartado 2.3.2.3).

Una de las principales desventajas de utilizar cianobacterias frente a E. coli, ha sido su
elevado tiempo de generacién. En esta tesis demostramos cdmo se puede reducir
significativamente el tiempo de generacidn utilizando la evolucién experimental. Ademas,
recientemente (Yu et al., 2015) descubierto una cepa de Synechococccus de crecimiento rapido.
Por tanto, las barreras en el uso de las cianobacterias, y en concreto de Se7942, como chasis

para la produccién de compuestos de interés industrial estan disminuyendo.

6.2.2. Seleccion del organismo donador de los genes para la produccion
de acido a-linolénico

Existen varias cianobacterias capaces de producir ALA de formar natural, entre las que
destacan Ss6803 y Ss7002. Como hemos descrito en el apartado 2.3.2.1, la sintesis de acidos
grasos insaturados en cianobacterias es llevada a cabo por desaturasas. Se7942 solo posee la
enzima DesC que introduce un doble enlace en la posicién A9. Para producir ALA necesita las

enzimas DesA y DesB a fin de introducir las dos restantes insaturaciones.
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Los genes de Ss6803 ya habian sido utilizados anteriormente en Se7942 para la
produccién de ALA, obteniéndose una produccién maxima del 5 % (Sakamoto et al., 1994). Para
mejorar esta eficiencia, nosotros usamos los de Ss7002, que ofrecen ciertas ventajas. La primera
es que existe gran cantidad de informacion sobre dichos genes, en cuanto a condiciones que
favorecen una alta expresién (Ludwig and Bryant, 2012; Sakamoto et al., 1997), como se muestra
en la Tabla 5-6. Por otro lado, los genes de Ss7002 son mas eficientes en la conversion de los
acidos grasos C18 en ALA que los de Ss6803, siendo la produccién maxima en Ss7002 de un 20
% (Sakamoto et al., 1997) frente al 2,53 % que produce Ss6803 (Chen et al., 2014). Ademas, el
uso de codones en Se7942 y Ss7002 es muy similar, con un promedio de diferencia del 0,418 en
el porcentaje de uso de cada coddn (Ruffing, 2014), por lo que no es necesario optimizar el uso

de codones de los genes a clonar.

Cabe destacar que el uso a nivel industrial de Ss7002 para producir compuestos de interés
estd limitado por el coste de su medio de crecimiento y no por su tiempo de generacion, que es
relativamente corto. Esta cianobacteria necesita vitamina B12 para su crecimiento, ya que
presenta una auxotrofia natural para la cobalamina (Wilhelm and Trick, 1995). Para un proceso
industrial a gran escala, seria excesivamente caro afiadir dicha vitamina al medio de cultivo.
Recientemente, (Perez et al., 2016) han identificado el origen de esta auxotrofia, que radica en
el uso de una metionina sintasa dependiente de cobalamina (MetH) en el Ultimo paso de la
sintesis de L-metionina. La expresion heterdloga del gen metE, que codifica para una metionina
sintasa independiente de cobalamina, de Synechococcus sp. PCC 73109 ha conseguido mitigar
esta auxotrofia y ha posibilitado la construccién de un Ss7002 mds apropiado para futuras

aplicaciones industriales a gran escala.

6.2.3. Seleccion del promotor adecuado para la expresion de los genes de
produccion de acido a-linolénico

Una vez determinado de qué organismo ibamos a tomar los genes para producir ALA en
Se7942, el siguiente paso fue decidir bajo qué promotor ibamos a clonarlos. Varios estudios han
determinado que la desaturasa DesB Unicamente se transcribe a 22 °C (Ludwig and Bryant, 2012;
Sakamoto and Bryant, 1997). Dado que Se7942 no crece a temperaturas por debajo de 25 °C
(Figura 6-3) y que el gen de la desaturasa DesB necesita bajas temperaturas para transcribirse,
fue necesario acoplarle un promotor inducible. Asi podriamos crecer los cultivos de Se7942 a 30

°C y Unicamente bajariamos la temperatura a la hora de inducir el promotor. De esta manera,
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aunque el cultivo no podria continuar creciendo seria capaz de expresar la proteina de interés.
Por otro lado, al depender la transcripcion de uno de los genes de la temperatura, tendriamos
un sistema controlable, ya que la produccidon de ALA solo se llevaria a cabo durante el tiempo

que tuviéramos los cultivos a baja temperatura.

2.5

35°C

2.0

21.5
(@)
()]

1.0

0.5

0
0 40 80 120

Tiempo de incubacion (h)

Figura 6-3. Curvas de crecimiento de Se7942 a diferentes temperaturas. Modificado de (Los and Murata, 2004).

Por ello, probamos dos promotores inducibles disponibles en el laboratorio, PnrsB y Ptrc.
PnrsB regula la expresién del operdn nrsBACD en Ss6803, es inducido por iones de Ni?* y exhibe
un bajo “leakiness” (Lopez-Maury et al., 2002). Ptrc es un hibrido entre los promotores trp y
lacUV5 derivados de E. coli y es inducible por IPTG (Amann et al., 1988). Como se observa en la
Figura 5-55, el promotor Ptrc es casi 10 veces mas fuerte que PnrsB. De ahi que se produzca 3,5
veces mas ALA cuando se expresan las desaturasas con el promotor Ptrc (Figura 5-56) en

comparacién con PnrsB (ver Tabla 5-5).

La cantidad de ALA producida por Se7942 utilizando las desaturasas de Ss7002 fue mas
alta que la producida usando las de Ss6803 (Sakamoto et al., 1994). Las enzimas de ambas
cianobacterias fueron funcionales en Se7942, produciendo un 7,5 % de ALA con las de Ss7002,
frente al 5 % de ALA producido con las de Ss6803 (Sakamoto et al., 1994). Esta diferencia podria
deberse a las que las desaturasas de Ss7002 son mas eficientes en la produccién de ALA que las
de Ss6803. También podria deberse a las diferencias en el nivel de expresidn de las desaturasas,
ya que (Sakamoto et al., 1994) usaron el promotor nativo, mientras que en nuestro caso hemos

usado un promotor inducible muy fuerte (Ptrc).

241



6. Discusidn

6.2.4. Estudio del efecto de diferentes condiciones en la produccién de
acido a-linolénico

Ademas de la baja temperatura, probamos otra de las condiciones que favorecia la
expresion de estas desaturasas y por ende, la produccidon de ALA. (Sakamoto et al., 1997)
demuestran que una alta intensidad de luz da lugar a un aumento en la produccién de ALA. Un
hecho similar fue observado en un analisis de microarray realizado en Ss6803 por (Hihara et al.,
2001). Comparamos el efecto conjunto de una alta intensidad de luz y una baja temperatura,
tanto en la cepa Ss7002 como en la cepa MSM26 (Ptrc::desA-desB), tal y como se observa en la
Figura 5-57. En el caso de la cepa Ss7002, una alta intensidad de luz favorecid la produccién de

ALA, sin embargo, en la cepa MSM26 esta condicion no tuvo efecto.

El hecho de que la temperatura esté afectando la produccion de ALA en la cepa que
sobreexpresa las desaturasas de Ss7002, mientras que la luz no lo hace, puede deberse al
mecanismo de regulacidn sobre la expresién génica que se esté dando en cada una de las
condiciones. (Sakamoto and Bryant, 1997) sugieren que el transcrito del gen desB es mas estable
a baja temperatura, asociando este efecto con la estructura del ARNm. Los cambios
dependientes de temperatura en la estructura secundaria del ARNm han sido descritos como
elementos de control del RBS e inicio de la traduccién, y estos elementos han sido
posteriormente denominados como termdmetros de ARN (Kortmann and Narberhaus, 2012).
Basandonos en este tipo de regulacion, en Ss7002 a bajas temperaturas podria conseguirse una
estabilizacidn de los transcritos de desB, que daria lugar a una acumulacién de ARNm. A altas
temperaturas, la estructura secundaria de este ARNm podria cambiar, lo que provocaria una
degradacion rapida, y por ello, se observarian bajos niveles de estos transcritos (Sakamoto and
Bryant, 1997; Sakamoto et al., 1997). Como consecuencia, la cantidad de proteina que habria en

la célula seria menor, y la cantidad de ALA producido disminuiria considerablemente.

Por otro lado, el efecto de la alta intensidad de luz no se repite en ambos organismos,
Se7942 y Ss7002. Esto indicaria que la regulacidén no se esta dando a nivel del ARNm, como en
el caso de la baja temperatura. El efecto podria deberse a un regulador que se activaria en
condiciones de alta intensidad de luz, se uniria al promotor y daria lugar a la transcripcién del
gen. Sin embargo, este posible regulador no estaria presente en Se7942, de ahi que el efecto
visto en Ss7002 no se replique en Se7942. A este tipo de regulacion se le conoce como regulacién
positiva, cuyo mecanismo de accidn se muestra en la Figura 6-4. En cianobacterias, los sistemas

de regulacidon de la expresidn de genes inducibles por estrés estan mediados por sistemas
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Hik/Rre (Histidina kinasa/Regulador de respuesta) (Los et al., 2010). Sin embargo, poco se
conoce de la regulacion de la expresion de los genes involucrados en la sintesis de dcidos grasos,
por ello es dificil establecer el mecanismo por el cual una alta intensidad de luz (una condicion

de estrés) estaria afectando a la expresion de las desaturasas.

/ Regulacion positiva \

No estrés Estrés

Hik (inactivo) Hik (activo)

i

Rre (inactivo) Rre (activo)

\ =] 1/

Figura 6-4. Representacion esquematica de un sistema de regulacion positiva de la expresion de genes inducibles
por estrés. La histidina kinasa (Hik) se encuentra inactiva en ausencia de estrés y, como resultado, el correspondiente
Regulador de respuesta (Rre) esta inactivo. En células sujetas a estrés, Hik es activada por fosforilacidn y la sefal es
transferida al Rre relacionado, el cual aumenta la expresidn de los genes silenciados bajo condiciones no estresantes.
Las flechas negras contintas representan las sefiales que activan componentes aguas abajo y la flecha negra punteada
indica su ausencia. La flecha roja corresponde al incremento de la expresion génica. Adaptado de (Los et al., 2010).

6.2.5. Efecto de la modificacion de la expresion de los genes de sintesis y
degradacion de acidos grasos en Se7942

Existen varios factores que juegan un papel determinante en los niveles de ALA en la cepa
de Se7942 mejorada genéticamente. El primero de ellos, es la cantidad de desaturasas
producidas para la sintesis de ALA, cuyo efecto ya hemos discutido en el apartado 6.2.3. Por otro
lado, la cantidad y disponibilidad de los sustratos utilizados por estas desaturasas también

determina la cantidad de ALA producida.

En el caso concreto de la cepa MSM26 (Ptrc::desA-desB), cuyo perfil de acidos grasos se
muestra en la Tabla 5-5, observamos que la produccién de ALA consume mayoritariamente los
acidos grasos C18, e incluso parte de los acidos grasos C16:1. Sin embargo, esta cepa no es capaz
de utilizar los acidos grasos C16:0. Es por ello que decidimos identificar aquellas enzimas que se
encargan de transformar los acidos grasos C16:0 en C16:1 y C18. Para ello, es necesario definir
como tiene lugar la sintesis de acidos grasos en cianobacterias, ya que hasta el momento se

desconoce.
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Aunque las cianobacterias tienen un perfil prometedor para la produccién de acidos
grasos insaturados, el principal problema es el limitado conocimiento existente acerca de las
enzimas involucradas en la ruta de sintesis de acidos grasos. Recientemente, (Kuo and Khosla,
2014) determinaron que la enzimas de esta ruta biosintética en Ss7002 tienen la misma funcion
gue sus homélogos en E. coli. Por esta razén, usamos los datos de E. coli, y probamos la funcién
de cinco genes mediante su sobreexpresion o delecién. Con solo tres de ellos (delecién parcial
de fabH, sobreexpresion de fabFy delecién de fadD), obtuvimos el mismo perfil de acidos grasos
al observado en E. coli. Sin embargo, nuestros datos contradicen lo descrito por (Kuo and Khosla,
2014). Ellos introdujeron los genes de Ss7002 en E. coli, y vieron que su funcién era la misma,
hecho que puede deberse a que los genes de Ss7002 estaban regulados de la misma manera
que son regulados en E. coli. En Se7942 se desconoce totalmente la regulacién de los genes
implicados en la sintesis de acidos grasos. Es por ello que no podemos inferir que se esta
modificando la regulacion al sobreexpresar y/o delecionar estos genes de sintesis de acidos

grasos.

Otro hecho que pone de manifiesto la diferente regulacién de los genes implicados en la
sintesis de acidos grasos en E. coliy Se7942, es la incapacidad para delecionar el gen fabH en
este Ultimo. En el caso de E. coli, en primera instancia se pensd que este gen era letal (Lai and
Cronan, 2003), ya que estos autores no fueron capaces de obtener mutantes deficientes en
dicho gen. Sin embargo, afios mas tarde, (Yao et al., 2012) construyeron una cepa de E. coli que
carecia del gen fabH. Este mutante presenta un reducido tamafio celular, asi como una tasa de
crecimiento menor a la de la cepa silvestre. (Rubin et al., 2015) describen a este gen como un
gen esencial para Se7942, es por ello que cuando tratamos de eliminarlo obtenemos un mutante
con una delecién parcial (Figura 5-59). Solo fuimos capaces de eliminar la copia del gen fabH del
cromosoma de Se7942 cuando introducimos una copia extra en otro lugar del cromosoma bajo
un promotor fuerte (Figura 5-62). Esto puede deberse a que este gen presente unos niveles altos
de expresion, que solamente se pueden suplir cuando expresamos la proteina bajo un promotor
fuerte. Por otro lado, tal y como describen (Kuo and Khosla, 2014), FabH seria el factor limitante
en la sintesis de acidos grasos en Ss7002, hecho que podria estar repitiéndose en Se7942.
Recientemente, (Gu et al., 2016) no consiguieron delecionar este mismo gen en Ss7002,

demostrando que también es esencial para la viabilidad de esta cianobacteria.

En Lactococcus lactis (Morgan-Kiss and Cronan, 2008), se ha visto que la proteina FabF
puede suplir la funcién de FabH en la sintesis de acidos grasos. Sin embargo, en Se7942 hay que
destacar la imposibilidad de delecionar fabH cuando sobreexpresamos fabF, indicando que la

funcién que cumplen estas enzimas en la células no es la misma. El fallo de FabF en el

244



6. Discusidn

reemplazamiento de FabH es debido a la distinta afinidad de sustrato que presentan estas
enzimas, siendo FabF activa con acetil-ACP y no con acetil-CoA, sustrato habitual de FabH

(Jackowski et al., 2002; Tsay et al., 1992).

FabB es una B-oxoacil sintasa | que cataliza la condensacién del acil-ACP con otro malonil-
CoA, en la ruta ciclica de sintesis de acidos grasos (Edwards et al., 1997) (ver Introduccion,
apartado 2.3.1.1). Ladelecidn del gen fabB en E. coli da lugar a un mutante auxdtrofo para acidos
grasos insaturados (Cronan et al., 1969) y la sobreexpresidn de este gen aumenta la cantidad de
C18:1 (Clark et al., 1983). Sin embargo, en Se7942 la sobreexpresion de FabB procedente de
Ss7002 no tuvo ningun efecto en la composicion de acidos grasos. Esto guarda relacién con lo
descrito por (Kuo and Khosla, 2014). Estos autores determinaron que FabB no tiene una funcion
en la sintesis de acidos grasos y especulan que esta proteina podria tener un papel adicional en

los organismos de crecimientos rapido, aun sin descubrir.

Un hecho que tiene especial relevancia, obtenido con la sobreexpresion de fabH, fue la
sintesis de acido laurico (C12:0), acido graso que no esta presente de forma natural en Se7942.
Este mutante (MSM28) también fue capaz de aumentar la produccién de acido miristico, C14:0.
Ambos son acidos grasos de cadena media saturados, incluyéndose dentro de esta categoria
acidos grasos que contienen entre 6 y 14 atomos de carbono. Entre sus principales aplicaciones
destaca, su uso en la fabricacidn de detergentes y lubricantes debido a su baja viscosidad y a su
capacidad para formar espumas. Tras la esterificacion con alcoholes, estos acidos grasos de
cadena media pueden ser usados como emulsificadores para comida y cosméticos (Froissard et
al., 2015). Cabe destacar también sus valiosas propiedades como precursores de la sintesis de
biodiesel, ya que los metil ésteres de acidos grasos de cadena media mejoran la calidad del
combustible (Gu et al., 2016). Actualmente, las principales fuentes de este tipo de acidos grasos
son el aceite de coco y el de palma. Junto a estos, las algas y las diatomeas han sido descritas
como buenos sistemas celulares para sintetizar acidos grasos de 10 a 14 atomos de carbono
(Froissard et al., 2015; Gu et al., 2016). Por otro lado, (Gu et al., 2016) han demostrado que las
cianobacterias no son buenos productores de estos acidos grasos de cadena media, como
consecuencia de la diferente actividad de FabH sobre acidos grasos de diferente longitud de
cadena. En Se7942, esta enzima tiene afinidad por acidos grasos de cadena media, es por ello
que el sobreexpresar fabH, conseguimos aumentar la produccién de este acido graso. Aunque
en esta tesis no nos hemos centrado en la produccién de biodiesel, podria ser una aplicaciéon

futura de este descubrimiento.
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Por otro lado, aunque fueron tres las modificaciones de genes implicados en la sintesis de
acidos grasos las que tuvieron un efecto positivo sobre la produccion de intermediarios C18,
solo dos de ellos mejoraron los niveles de ALA producidos. Tanto la sobreexpresion de fabF como
la delecién de fadD junto a la sobreexpresidn de las desaturasas permitieron alcanzar altos
niveles de ALA. Sin embargo, la delecidn de parcial del gen fabH tuvo el efecto contrario (Figura
5-36). Estos resultados amplian nuestros conocimientos actuales sobre el papel de estos genes
en la ruta de sintesis de acidos grasos, asi como de los mecanismos moleculares que son capaces

de mejorar la sintesis de acidos grasos poliinsaturados usando cianobacterias.

En Ss7002 el nivel mds alto de ALA descrito en bibliografia fue de un 19 % en la cepa
silvestre, en condiciones de alta intensidad de luz y baja temperatura (Sakamoto et al., 1997).
Por otro lado, (Chen et al., 2014) obtuvieron una cepa de Ss6803 capaz de producir en torno a
un 23 % de ALA mediante la sobreexpresidn de las desaturasas enddgenas Al12 y A15. La
importancia del trabajo realizado en esta tesis reside en la obtencidn de los niveles mas altos de
ALA descritos hasta el momento. El nivel logrado de Se7942 genéticamente modificado fue de
un 22,28 %. En futuros trabajos de investigacién, seria interesante la combinacion de todas estas
aproximaciones en Ss6803 o Ss7002, que podria permitir incrementar adn mds los niveles de

ALA producidos hasta el momento en cianobacterias.

Este es el primer trabajo realizado en cianobacterias que muestra que la produccién de
ALA puede incrementarse usando modificaciones en las enzimas involucradas en la ruta de
sintesis de acidos grasos. Los genes que codifican para las enzimas que participan en esta ruta
estan bien caracterizados. Sin embargo, no existe apenas informacion sobre la actividad y
estructura de estas enzimas. El esquema de la posible ruta de sintesis de acidos grasos que tiene
lugar en cianobacterias se muestra en la Figura 6-5. Este estudio pone los cimientos para el
aumento del contenido de acidos grasos, asi como para la produccidn de grandes cantidades de
acidos grasos poliinsaturados en cianobacterias. Ademas, esta cianobacteria modificada podria
incluso usarse para la produccidn de suplementos nutricionales de consumo humano o animal

y biodiesel.
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Figura 6-5. Esquema de la posible ruta de sintesis de acidos grasos en cianobacterias. La ruta de sintesis de acidos
grasos en cianobacterias consta de tres etapas: iniciacion, elongacion y desaturacion. Existe también una etapa de
degradacion de la que apenas se tiene informacion. En gris, se muestran las reacciones que forman parte de la ruta
nativa presente en Se7942. En verde claro, se muestran las enzimas que fueron necesitamos clonar para la produccién
de ALA. En amarillo, se muestra al ALA. En verde oscuro, se muestran las enzimas de la ruta en las que la expresion
del gen que codifica para la misma fue modificada y tuvieron un efecto positivo en la sintesis de ALA. En naranja, se
muestran las enzimas de la ruta en las que la expresidn del gen que codifica para la misma fue modificada y no
tuvieron un efecto positivo en la sintesis de ALA.
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6.3. Modelo metabodlico de Se7942

6.3.1. Reconstruccion del modelo metabdlico de Se7942

En este estudio, hemos reconstruido el modelo metabdlico a escala genémica de Se7942,
basandonos en el modelo iIN678 de Ss6803 desarrollado por (Nogales et al., 2012). Se utilizé el
modelo de esta cianobacteria, ya que ambas cianobacterias presentan una alta homologia en
cuanto a composicidn génica se refiere. Al comparar la secuencia de ambos genomas utilizando
la herramienta OrthoANI (Lee et al., 2015), obtenemos un porcentaje de identidad entre ambas
secuencias, del 67 %. Este alto porcentaje de identidad nos indica que ambas cianobacterias
comparten muchos genes y por ello, muchas actividades metabdlicas comunes. El hecho de
tener un organismo tan parecido a Se7942, cuyo modelo metabdlico ya esta desarrollado, fue
una ventaja a la hora de construir el modelo de nuestra cianobacteria de estudio, ya que se
redujo el tiempo empleado en la anotacion de reacciones y sus correspondientes metabolitos.
Solo hubo que anotar aquellas reacciones especificas de nuestra cianobacteria, y no las

reacciones del nucleo del metabolismo de las cianobacterias.

Uno de los principales problemas a la hora de realizar el modelo metabdlico de Se7942
fue el alto porcentaje de genes con funcién desconocida presentes en su genoma. El porcentaje
de este tipo asciende al 51 %, lo que implica que mds de la mitad de las proteinas codificadas
por el genoma de Se7942 no pueden incluirse en el modelo por desconocerse su funcién. Sin
embargo, con las diferentes bases existentes para analizar homologia con proteinas del mismo
tipo o de otras cianobacterias, e incluso con bibliografia publicada sobre alguna de estas
proteinas, ese porcentaje puede reducirse. En este trabajo, se han utilizado especialmente dos
bases de datos. La primera de ellas, “CyanoBase Similarity Search” nos permitié comparar
nuestra proteina de funcién desconocida usando una busqueda proteica en otras cianobacterias
(Fujisawa et al., 2017). La segunda de ellas fue “The Transporter Classification Database (TCDB)”
gue nos permitié hacer una busqueda mas exhaustiva cuando la proteina hipotética se trataba
de un transportador, ya que compara la secuencia del posible transportador con toda una base

de datos de transportadores (Saier et al., 2016).

Por otro lado, es necesario mencionar que el modelo que se describe y presenta en esta
tesis, iIMS705, se inicié cuando solo estaba publicado el modelo de Se7942, iSyf715 (Triana et
al.,, 2014). Durante la construccion de iMS705 fue publicado el modelo iIB785 de Se7942
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(Broddrick et al., 2016). En la Figura 5-80, se muestra un analisis comparativo del nimero de
genes presentes en estos tres modelos. Todos ellos tienen en comin 565 genes, un nimero muy
alto, teniendo en cuenta el nimero total de genes que presenta cada modelo (iMS705, 705
genes; iIMS785, 785 genes; iSyf715, 714 genes). Por otro lado, hay que destacar que existen
genes pr-esentes especificamente en cada modelo. Es por ello, que decidimos obtener una lista
de los genes no comunes entre iMS705 e iJB785. Mediante la adicién de parte de los genes de
esta lista al modelo iJB785, asi como la modificacidon de reacciones mal anotadas en el mismo,
diseflamos un modelo mas preciso, al que denominamos iMS835. Esto modelo fue el utilizado

para analizar la produccion de ALA in silico.

6.3.2. Capacidad predictiva de genes esenciales del modelo metabdlico de
Se7942

La validacion de los dos modelos desarrollados en esta tesis fue realizada mediante su
capacidad para predecir el impacto de la delecién de los genes sobre el crecimiento de Se7942.
Los resultados obtenidos in silico fueron comparados con resultados in vivo obtenidos
previamente por (Rubin et al., 2015). La prediccion del fenotipo de crecimiento de las deleciones
génicas es un test candnico de la precisién de los modelos metabdlicos y un punto de referencia
util para validar la calidad de los mismos (Becker and Palsson, 2008). La precisién de nuestros
modelos fue muy alta, un 79 % para iMS835 y un 71 % para iMS705, siendo la del modelo iMS835
incluso un poco mayor a la del modelo publicado recientemente iJB785, la cual asciende a un 78
% (ver Tabla 5-10). Sin embargo, en nuestros modelos este valor aumenta debido al gran
ndmero de genes no esenciales que son correctamente predichos. A pesar de que estas tasas
de éxito se han calculado de forma correcta, la prediccidon correcta de genes no esenciales no
tiene el mismo peso que la correcta prediccion de genes esenciales desde un punto de vista
bioldgico (Becker and Palsson, 2008). En los casos de falsos positivos, genes no esenciales
predichos como esenciales por el modelo, un experimento de delecidn del gen en el laboratorio
puede verificar que la prediccion es errénea. Sin embargo, en los casos de falsos negativos,
genes esenciales predichos como no esenciales por el modelo, es necesario una amplia coleccidn

de experimentos para localizar dichos errores.

Se cree que las predicciones erréneas normalmente ocurren por varias razones. Los falsos

negativos pueden estar causados por una incompleta definicion de la funcién de biomasa, una
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incorrecta definiciéon del medio de crecimiento usado en los experimentos, y/o una acumulacion
de intermediarios toxicos. Por otro lado, los falsos positivos pueden estar causados por una
rigurosa definicién de la funcion de biomasa, una incorrecta definicion en el medio de
crecimiento, y/o la presencia de isoenzimas desconocidas en una reaccion dada. La funcion de
biomasa es fundamental en la simulacion de delecion de genes, ya que un gen es predicho como
esencial si su delecidon resulta en una completa deficiencia de flujos hacia una reaccion
especifica. El medio de crecimiento usado para los experimentos es también muy importante
porque la esencialidad de los genes es dependiente de cuantos sustratos estén disponibles para
usarse. La acumulacién de intermediarios toxicos es dificil de simular con exactitud, ya que en
muchos casos de se desconoce si la célula es capaz de producir un metabolismo y muchos menos
si es capaz de degradarlo. La presencia de isoenzimas desconocidas sugiere que el organismo no

estd estudiado tan bien como podria estarlo (Becker and Palsson, 2008).

El modelo iJB785 es capaz de predecir mejor los genes esenciales que nuestro modelo
iMS835, un 88 % frente a un 84 %. Sin embargo, a nivel de nimero de discordancias (falsos
positivos y falsos negativos), nuestro modelo iMS835 disminuyd este valor en gran medida
respecto a iJB785, tal y como se puede ver en la Figura 5-81. Es por este motivo, que decidimos
usar el modelo iMS835 para identificar posibles dianas para mejorar la produccién de ALA en
Se7942. La alta consistencia entre las simulaciones y los resultados experimentales indican la
utilidad del modelo iMS835 para simulaciones metabdlicas. Otro de las razones para utilizar este
modelo es que deriva del modelo iJB785, que tiene como novedad el modelado de los fotones
de luz como si de un metabolito se tratase (Broddrick et al., 2016). De esta manera, puede
incluirse en el modelo la cantidad, calidad y la tonalidad de la luz utilizadas para el crecimiento
de Se7942, y asi mimetizar con mas exactitud las condiciones en las que crece esta cianobacteria

en el laboratorio.

6.3.3. Analisis in silico de las modificaciones probadas experimentalmente
en Se7942 para mejorar la produccion de acido a-linolénico

De las modificaciones probadas in vivo e in silico, la Unica que no permitié un aumento en
la produccidn de ALA, respecto a la cepa que solo contiene las dos desaturasas, fue la delecién
parcial del gen fabH. El modelo nos ha permitido encontrar una explicacion cientifica de porque
esta modificacion no permite conseguir dicho objetivo. Al disminuir el flujo de la reacciéon

catalizada por FabH, KAS15, estamos disminuyendo la probabilidad de una mayor produccion
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de ALA, tal y como se observa en la Figura 5-84. Es por ello que la estrategia a abordar en futuro
con este gen seria su sobreexpresion, con el fin aumentar la produccién de ALA. Al sobreexpresar
este gen estamos aumentando el flujo de la reaccién KAS15, y como consecuencia de ello,
estamos aumentando el flujo hacia la produccién de ALA. En este caso, nos estariamos moviendo
en la zona representado en rojo en la Figura 5-84. Sin embargo, la sobreexpresién de fabH in
silico tiene un efecto negativo sobre el crecimiento, por lo que seria muy importante controlar

dichos niveles de sobreexpresion para no afectar negativamente al crecimiento de Se7942.

En cuanto a la sobreexpresidon de fabF, el efecto visto in silico es igual al efecto observado
in vivo, de tal manera a que mayor flujo de las reacciones catalizadas por FabF tiene lugar una
mayor produccidn de ALA (ver Figura 5-87). Ademas, como en el caso de la sobreexpresion de
FabH, la sobreexpresién de FabF también tiene un efecto negativo sobre el crecimiento, tal y
como se observa en la Figura 5-86. Sin embargo, este hecho no fue observado en los mutantes

in vivo, que no presentan alteraciones en el crecimiento respecto a la cepa silvestre.

Por dltimo, aunque la delecién de FadD in vivo tuvo un efecto en el incremento de la
produccién de ALA, en el modelo no ocurrid tal cosa. Como se observa en la Figura 5-89, incluso
cuando el flujo de las reacciones catalizadas por FadD es 0, la produccién de ALA es maxima.
Esto puede deberse a que la ruta de degradacion de acidos grasos en el modelo esta ausente,
ya que no existen datos in vivo que nos hayan permitido incluirla. Es por ello que estariamos

obviando informacién que estaria afectando a nuestras simulaciones.

6.3.4. Identificacion in silico de nuevos “knockouts” para mejorar la
produccion de acido a-linolénico

Utilizando el modelo iMS835 modificado para la produccion de ALA, conseguimos
identificar in silico posibles dianas para mejorar la produccidn de este acido graso. Estas podrian
probarse en un futuro in vivo para corroborar que verdaderamente, tienen un efecto positivo
en la produccion de ALA. Las reacciones catalizadas por todos estos genes, salvo la reacciéon PDH
y GART, forman parte del metabolismo de aminodacidos. La reaccion PDH pertenece al
metabolismo del piruvato y la reaccion GART, al de purinas. Todas ellas salvo la reaccion GART
usan acetil-CoA como sustrato para sintetizar productos finales o intermediarios de la ruta en la
gue participan. Este mismo metabolito es usado por Se7942 para iniciar la ruta de sintesis de

acidos grasos. Si bloqueamos totalmente o parcialmente estas rutas con la deleciéon de uno o
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varios genes cuyos productos proteicos catalizan participan en dichas rutas, evitaremos la
competicion por el acetil-CoA. De esta manera, desviariamos hacia la sintesis de acidos grasos
el sustrato no utilizado por las rutas bloqueadas, con el objetivo de usarlo en la produccién de
ALA. En el caso la reaccidn GART, desconocemos cual puede ser el mecanismo por el cual la
delecion del gen que codifica para la enzima que cataliza esta reaccidn estd favoreciendo la

sintesis de ALA.

Por un lado, hay que destacar que todas las deleciones que aumentaron la produccidn de
ALA tuvieron un efecto negativo en el crecimiento de Se7942 (ver Tabla 5-11 y Figura 5-91). Por
este motivo, seria interesante ver si en vez de delecionarse totalmente el gen que codifica para
las enzimas que catalizan esta reaccidn, podria disminuirse el flujo de la misma. De esta manera,

podria aumentarse la produccidn de ALA sin afectar al crecimiento.

Por otro lado, hay que destacar que la relacién de todos los mutantes in silico con la
produccién de ALA fue un equilibrio de tipo sencillo (Figura 6-6, A). Como se observa en dicha
grafica a mayor tasa crecimiento del organismo, menor produccién del compuesto de interés y
a lainversa. Este tipo de relacién se da cuando la produccién de un determinado compuesto no
esta asociada al crecimiento del organismo que lo produce. Sin embargo, para la produccién a
escala industrial se precisa un tipo de produccién acoplada al crecimiento (Figura 6-6, B). En este
tipo de sistema existe siempre produccidn, ya que al depender del crecimiento, el organismo
tiene que producir dicho compuesto para crecer. En este caso no existe una relacion lineal entre
la tasa de crecimiento y la produccidn, puesto que no todos los organismos que componen una
poblacién presentan el mismo nivel de produccion. De esta manera, disponemos de un espacio
de soluciones que incluye todos los niveles de produccién, asi como de crecimiento, de los
individuos que componen dicha poblacidn. La produccién acoplada al crecimiento resuelve
problemas de estabilidad génica, y permite seleccionar y optimizar organismos para crecer,
mucho mas facil que seleccionar organismos para produccién (Knoop and Steuer, 2015). En este
tipo de sistema de produccidon, para que la célula logre un crecimiento mas rapido, necesita
producir el compuesto de interés. Esto permite que la poblacidn evolucione de forma natural
hacia mayores tasas de produccién y como consecuencia, hacia un crecimiento mas rapido. De
este modo, las cepas o mutantes que producen la molécula diana se pueden seleccionar
facilmente seleccionando las cepas con el crecimiento mas rapido. Las mutaciones que tuvieran
como resultado una menor produccién, darian lugar a una disminucién de la tasa vy, por ello,
acabarian perdiéndose en las poblaciones (Feist et al., 2010). Recientemente, (Erdrich et al.,
2014) han podido demostrar que la sintesis de productos puede acoplarse al crecimiento en

cianobacterias. Estos autores consiguieron tal efecto, reduciendo la proporcién de ATP y NADPH
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producido por la cadena de transporte de electrones fotosintéticos, mediante diferentes
mutantes “knockouts”. Con ello bloquearon los flujos alternativos para la obtencidn de estas
moléculas con poder reductor, para que el organismo utilizara la sintesis del compuesto de
interés para obtener este poder reductor. Hay que destacar, comparado con organismos
heterotroficos, que este acoplamiento requiere fundamentalmente el uso de diferentes
estrategias que implican un alto numero de modificaciones metabdlicas. Ademas, nuestro caso
es aun mas complejo, ya que DesB, una de las enzimas involucradas en la sintesis de ALA,
depende de una baja temperatura para su actividad. Es por ello, que seria interesante en un
futuro modificar el gen que codifica para esta proteina, para que pueda ser estable a la

temperatura habitual de crecimiento de Se7942.

A Equilibrio tipo sencillo B Acoplada al crecimiento
§ 0.8 § 0.8
(a] [=]
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Figura 6-6. Tipos de relacion entre la sintesis de un determinado producto y el crecimiento de un organismo. (A)
Equilibrio de tipo sencillo. (B) Sintesis de un producto acoplada al crecimiento. La linea azul delimita el espacio de
soluciones que se puede dar para cada uno de los tipos de produccidn. Los puntos azules representan los vértices de
ese espacio de soluciones. Modificado de (Knoop and Steuer, 2015).
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Durante el experimento de evolucidn realizado en la cianobacteria Se7942 se obtuvieron
dos poblaciones evolucionadas, C11-G124s y C12-Gi16s, que presentaban menores tiempo de
generacion que la cepa silvestre (3,13 h y 2,95 h, respectivamente, respecto a 8,6 h) y

contenian cuatro y siete mutaciones respecto a la cepa de partida.

A alta intensidad solo era necesaria la mutacién en el gen aroK, mientras a que a baja

intensidad fueron necesarias dos mutaciones (aroKy sasA).

El tipo de luz utilizada para el crecimiento de Se7942, luces fluorescentes o luces LEDs, no
afecté al tiempo de generacién. Sin embargo, la intensidad de luz tuvo un efecto

significativo.

Las poblaciones evolucionadas C11-Gizs y C12-Giies han perdido su competencia natural

debido mutaciones que afectan a componentes del pilus tipo IV.

El promotor que controla la sobreexpresion de desA y desB en Se7942 tiene un efecto
directo sobre la cantidad de ALA producido. Asi, el promotor Ptrc, mas fuerte, produce mas

ALA que PnrsB.

fabH es un gen esencial de Se7942 y solo puede delecionarse cuando se introduce una copia

extra en el cromosoma bajo un promotor fuerte.

La sobreexpresion de fabF no permite la delecion completa del gen fabH, por lo que la

funcién de ambas enzimas no es intercambiable.

La sobreexpresion de fabH da lugar a la produccidn de 4cido ldurico, dcido graso que no esta
presente de forma natural en Se7942. Por otro lado, provoca un aumento en la produccién

de acido miristico.

La clonacidn del gen fabB de Ss7002 en Se7942 no tuvo efecto en la composicién de acidos
grasos. Esto corrobora la hipdtesis de que este gen no cataliza ninguna reaccién de la sintesis
de acidos grasos en Ss7002, pero tiene alguna otra accidn enzimatica relacionada

directamente con el crecimiento rapido.
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10.

11.

La sobreexpresidn de fabF, la delecion parcial de fabH o la delecién total de fadD aumentan
la produccién de acidos grasos C18. Sin embargo, solo la sobreexpresidon de fabFy la delecién
total de fabD, junto a la sobreexpresion de las desaturasas desA y desB mejoraron la
produccién de ALA en comparacidn con el mutante que solo sobreexpresa las desaturasas.
El triple mutante MSM45, alcanzé los niveles de produccién mds altos de ALA que se han

descrito en cianobacterias

Se han desarrollado dos metabdélicos de Se7942. El primero, iMS705, contiene 705 genes,
843 reaccionesy 826 metabolicos. El segundo, iMS835, contiene 835 genes, 806 metabolitos
y 895 reacciones. La capacidad predictiva de genes esenciales en iMS835 es la mas alta de
todos los modelos que existen para esta cianobacteria. Ademas, nos ha permitido entender
por qué la delecidn parcial del gen fabH no mejord la produccion de ALA. iMS835 pudo
reproducir in silico el efecto obtenido in vivo con la sobreexpresién de fabF, no asi con la

delecion de fadD.
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