UNIVERSIDAD DE CANTABRIA

uc Escuelh

N oIl de Doclorado
DE CANTABRIA

ESCUELA DE DOCTORADO DE LA UNIVERSIDAD DE CANTABRIA
DOCTORADO EN BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOMEDICINA

Tesis doctoral

"Optimizacion de la produccion heterdloga

de acido docosahexaenoico en E. coli"

LAURA GINER ROBLES

Dirigida por: Dr. FERNANDO DE LA CRUZ CALAHORRA

Dr. GABRIEL MONCALIAN MONTES

Santander, julio de 2018






UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

Los doctores Fernando de la Cruz Calahorra, Catedratico de Genética de la
Universidad de Cantabria y Gabriel Moncalidan Montes, Profesor Titular de Genética

de la Universidad de Cantabria,

CERTIFICAN que Dofia Laura Giner Robles, Licenciada en Biotecnologia por la
Universidad de Ledn, ha realizado bajo nuestra direccion el trabajo de investigacidn
titulado "Optimizacién de la produccion heterdloga de acido docosahexaenoico en
Escherichia coli".

Consideramos que este trabajo se encuentra terminado y reune los requisitos
necesarios para su presentacion y depdsito como Memoria de Doctorado al objeto de

optar al Grado de Doctor por la Universidad de Cantabria.

Y para que conste expedimos el presente certificado en

Santander, a 12 de Julio de 2018

Fdo.Dr.Fernando de la Cruz Calahorra Fdo. Dr. Gabriel Moncalian Montes






El presente trabajo ha sido realizado entre el Departamento de Biologia Molecular de la
Universidad de Cantabria y el Departamento de Microbiologia y Gendmica del Instituto de
Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria, bajo la direccién del Dr. Fernando de la Cruz Calahorra
y el Dr. Gabriel Moncalian Montes, gracias a un contrato de la Universidad de Cantabria asociado
a los proyectos “Ingenieria Genética de Escherichia coli para mejorar la produccion de lipidos
ricos en acidos Grasos omega-3” (TF16-XX-003 - SODERCAN/FEDER) y “Produccion de acidos
grasos omega-3 a partir de microorganismos” (2014) en colaboracién con la empresa Biomar

Microbial Technologies.






A mis abuelas






En primer lugar, quiero agradecer y otorgar el mérito que se merece a la increible
disenadora Blanca Corrales, por hacer realidad la mejor portada de tesis que podia haber

imaginado.

El presente documento no es mas que el relato de una travesia que empezé en 2012 en
Leén y que me ha llevado a vivir cuatro bonitos afios en Santander. Por supuesto, quiero
agradecer a mis directores, mecenas e inspiradores de este viaje, Fernando de la Cruz y Gabriel
Moncalidn, el permitirme haber vivido esta experiencia. Gracias a Antonio Fernandez por haber
sido el primero en darme una oportunidad, y a los compafieros de Biomar por haber empezado
el trayecto conmigo. Agradezco especialmente a Carlos, por los inspiradores debates cientificos

y toda la ayuda que me ha prestado durante estos afios.

Sin duda, no hay viaje que se precie que no vaya acompafiado de un puiado de compinches
qgue hacen el camino un poco mas ameno. Por ello, gracias a todos mis compafieros de viaje
laboratoril por su apoyo, ideas, y charlas reveladoras... Especial agradecimiento he de hacer a
Lorena, con quien he viajado estos cuatro afios a través de masteres y montafias, de valles y
evaluaciones, y de vaivenes de todo tipo. Otra mencion especial la merece Marys, gracias por
tus aportaciones, consejos y apoyo desde aquel dia de septiembre que nos sentamos juntas por

primera vez hace tantos afos.

En toda aventura, hay elementos imprescindibles. Nuestras brdjulas. Nuestro mapa del
tesoro hacia los reactivos y los protocolos perdidos. Muchas gracias a nuestras técnicos de
apoyo, Sandra, Sheila, Natalia, Irene, y especialmente a Mati, porque sin ellas esta tesis no seria

lo mismo, y yo tendria multitud de canas mas.

En esta profesién nuestra, el trabajo nos succiona. Por suerte, en el IBBTEC existen personas
gue hacen que sea menos trabajo y mas vida. Agradezco a mis companferas y compaferos de
fatigas y cafés, por los pequefios momentos que hacen que mis dias sean un poco mas bonitos
y los momentos de frustracion menos solitarios. Muchas gracias a Yelina, Judit, Ali, Candela,
Rocio, Marta, Ester, Fernando y Mario. Mil gracias a Patri y Helen por responder siempre a todos

los planes con un “me apunto” y una sonrisa.

Por supuesto, este viaje no habria sido lo mismo sin los animos y el apoyo incondicional de
mucha gente. A pesar de la lejania, familia y amigos han estado ahi en los momentos de panico
y frustracidn, y también en los de satisfaccidn y felicidad. Muchas gracias a toda mi familia, por

estar siempre ahi para ayudarme y animarme. Sin mis padres, abuelas, tias, primas y primos,



habria llegado hasta aqui con mucha mas dificultad. Gracias a mi hermana, Maria, por apoyarme

y aguantarme mis quejas, frustraciones, éxitos y alegrias.

Muchas gracias también a aquellos que habéis estado ahi desde los inicios, pasando por las
distintas paradas de mi viaje. Gracias a los que me conocen desde los afios de adolescencia, y
que han seguido ddndome su carifio y sinceridad Amanda y Victor. A los que me acompafaron
y me acompaian desde los afios universitarios: aunque nos vemos poco, nos queremos mucho.
Gracias a, Laura, Sergio, Amado, y Silvia, por acogerme y cuidarme hace ya unos cuantos afios

y otros tantos conciertos, cenas, cines y bailoteos varios por tierras leonesas.

En tierras cantabras también he tenido mi dosis de amistad, he encontrado personas que
me han acompafiado, y con quien he compartido muchos momentos inolvidables. Agradezco los
ratitos de diversion, las conversaciones locas y los calabacines a Juan, Antonio y Laura. A Inés,
las charlas, comilonas y ratitos de procrastinacidn caseros. Gracias a mis lindy hoppers favoritos

por las horas de bailes y charlas.

Dicen por ahi que “un mar en calma nunca hizo al marinero experto”. Gracias a todos por
estar a mi lado, y ayudarme a navegar en la direccidon adecuada en los momentos de tormenta.
Gracias a todos por mimarme y cuidarme, apoyarme en la risa y la tristeza, en el drama vy el
alboroto. En definitiva, gracias por estar ahi en este torbellino de eventos y sentimientos que

han sido los ultimos afios y que han culminado en estas paginas.



Contenido

ADTEVIATUIAS ...ttt sttt e e e st e s bt e e sa b e s be e e are e s be e e nnreesreeeaneeesreeeane 1
1. INTRODUCCION ....cvuuieuieirineneiseese bbbttt bbbt ensees 3
1.1. Acidos grasos omega-3 y su ventaja €COIOZICa. ......ccuevireveeeeiieieieeeeeeeeeee et 3
00 0 B S o o 1< F- o 1T USSRt 3
1.1.2. Impacto sobre la salud hUmMana.......ccceeiiiiiiiiiiie e 4
1.1.3. USOS €N QCUICUITUIA ittt e 8
1.1.4. Importancia econdmica de los acidos grasos omega-3 .......cccoccvveeeeviveeeecvneeescnneenn 10
1.1.5. Fuentes de produccion de omega-3 actuales .........cccveeeeciieeeeiiieeeecieee e e 11

1.2. Biosintesis de ACIAOS Sras0sS ....cuuuiieirrieeriiiiieeiiieeeesireeeesreeeeesreeeeesrreeeesssseeesssnreeessseees 14
1.2.1. Sintesis de acidos grasos SAtUIrados .....cceecuieiriiiieieiiiieeeecieeeesrree e s srre e e s sraeeeesaaeeees 14
1.2.2. Insaturacion de ACId0S Brasos .......ccccueeeeeiiieeeiiiieeeeirreeeecieeeeeereeeessraeeeesnsaeeesnnsaeeens 18
1.2.3. Regulaciéon del metabolismo de Acid0s Srasos .......ccuveeeeciieeeeiiieeeecieee e e 19
1.2.4. SINteSis A LC-PUFA ...ttt ettt ettt sttt b e b e s e s saeeeeeens 21
1.2.5. Sintesis de EPA y DHA en bacterias marinas.......cccceccuveeeeiiieeesiivee e esivee e sseneee 25

1.3. Acumulacion de lipidos en células bacterianas......cccccceeccviveeeieieeccciiiieeeee e 29
IO 00 R oo 1 0] [0 o (o LSS 29
1.3.2. ACIHOS Brasos lDrES .......cveviuieieiieceeeiieeeee ettt ettt ettt saenas 31
O T T I o - ol | = [ ol =Y g e [o 1SR ST 32

2. MOTIVACION Y OBJETIVOS ....cvvriviveieieerieciesseesse s sasse s b st ssssas s sesae s s se s sanes 35
3. MATERIALES Y IMETODOS ....oouviieiiieieeeeeeetetetese et seaesessssssasssesesesesesesesesssssesesssesesesesesssssssnns 39
N T =T o = 1l o - [ LY A =Y - [ RSP SPR 41
I o 11 0T e [o L3PPSR PRTRPPRPRT 41

S T O 11 7= oY ¥ ol 1Yo 1 4 [ [0 1 USRS 43
3.4. Técnicas MICrobIOIOZICAS. .......cciiciiee ettt e et e e et e e e e e bee e e e ebeeeaeeanes 45

3.4.1. Medios de cultivo para el crecimiento de E. €COli .......uuveeveeeeeeiciiiiieee e, 45



3.4.2. Medicidn del crecimiento bacteriano .......ccceeeeeeeeeii e 45

3.4.3. Liofilizacion de MUESTIas ......cceiieiiiieiieteeeees ettt 45
3.5. Técnicas en biologia molecular de acidos NUCIEICOS ........ccccuveeiiiiiieieciieee e, 45
3.5.1. Extraccion y purificacion de ADN de E. COli....uuuuvuurinieiiiiieiiiesee e eceeesee s 45
3.5.2. Cuantificacion de 4cidos NUCIEICOS........ccueeieereeriinieeeeeeeeee e 46
3.5.3. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) ...ccoccveeiiicieee e 46
3.5.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa ....ccueeevcveeiiiiieeeivcieee et see e 46
3.5.5. SECUENCIACION SANEEI .. utiiiiieieiee ettt crttee ettt e e et e e e s ste e e s ssatee e e ssabeeeessstaeessnbeeeesnsens a7
3.5.6. Andlisis de digestion de ADN mediante enzimas de restriccion ......c.ccccoeeccvvveeeeeennn. 47
3.5.7. SECUENCIACION MASIVA..eetiiitiiriieriiieie ettt ettt sttt et e bt s bt e sse e st st e b e sseenreas 47
3.5.8. Transformacion de ADN .......ccuoiiirrieiieieeee ettt sttt nnees 48
3.5.9. Estrategias de CloNaCiON.........ciiviiiiiiiiie e 49
3.5.10. Analisis de expresion de ARN .........ccciiiiiiiiiieiiiee e esree e ee e s sree e s bee e e 51
3.6. Técnicas en biologia molecular de Proteinas.........ccceecveeeeeciiee e 52
3.6.1. Métodos de sobreexpresidon de proteinas y lisado celular........ccoceeeeeiieiieciienennnen, 52
3.6.2. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes.........ccccccvvvveeeeeeenennns 52
3.6.3. Purificacion de proteinas .......cececuiieeiiiiiee ettt 53
3.6.4. Determinacion de la concentracion de proteina total........ccccceeeeeieeiecciee e, 55
3.6.5. Concentracién de proteinas y cambio de buffer.........ccccooecieiieciie e, 55
3.6.6. Identificacion de Proteinas .....cccveeeeiii it e e e e e rrre e e e e e eeanes 56
3.7. Técnicas analiticas de ACIAOS Bras0S........uuiiiiieeiiiiiieiiiiieeeecieee e scrre e e ssreee e ssarreeessnaaeeeeans 56
3.7.1. Determinacidon de la composicién de acidos grasos y cuantificacién de DHA........... 56
3.7.2. Identificacion de DHA mediante TLC........coiieiieriiniieieeeeee et 57
3.7.3. Extraccidn de lipidos neutros y analisis por TLC. ......ccccoeeeviiieeeeiiiee e eeiiee e 58
3.8. Analisis BIoINfOrMATICOS ...oovieiieiiiiie e 58
3.8.1. BaSeS dE dAtOS.....eiiiieiiiiieiiie ettt s nneeas 58
3.8.2. Herramientas bioinformaticas para secuencias de acidos nucleicos..........cc........... 58

3.8.3. Herramientas bioinformdticas para secuencias de proteinas.........cccceccvveeercvveeennnne. 59



3.8.4. Reconstruccion de pLGR13 en secuenciacion masiva.......ccceeeeecieeeeecieeeeecieee e, 59

3.9. ANAIiSiS @StATISTICOS . .cutiiriiriiriieteetee et s 59
4. RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e s e asb et e e eeeeseaassbeaeeeeeeseaannnreeeeeeessanannnee 61
4.1. Mejora de la sintesis de DHA €N E. COlivuiiiimiiniiiniiiiiii et 63
4.1.1. Analisis de la expresion de l0S GENES Pfa.....cccueeiiecieiiieiiiee et 63
4.1.2. Estudio de expresidon de proteinas Pfa.......cccccuviiieciiiiieciiee et 69
4.1.3. El caso particular de PfaA: PUrificacion ........occveeiiiiiiiiieiiie et 72
4.1.4. Analisis de la actividad del complejo Pfa .......cceevivciiiiiiciiiiecee e 77
4.1.5. Modificacion de flujos de CarboNO0......coccuveiiiiciiii e 78
4.2. Mejora de la produccién de biomasa a baja temperatura........cccccveeeeicieeeeicieeeeccieeenn, 85
4.2.1. Determinacién de la produccién dptima de biomasay DHA.........ccceeeeciveeiecieeeens 85
4.2.2. Introduccién de chaperoninas activas a baja temperatura .......cccococveeivciieeiicieennnns 87
4.3, AcUmMUIACION e DHA ...ttt sttt e st e s ne e e sareesnes 90
4.3.1. Acumulacidn de DHA en forma de TAG ....cccooeieiiiieeiieee e 90
4.3.2. Secrecidon de DHA por accion de una tioesSterasa ......cceeeeeecuieeeeecieeececiee e e e 93
4.4. Evolucion de la cepa productora de DHA.........uiii it 98
4.4.1. ENSay0s de COMPELICION...ccciciiii ettt ettt ree e e e s e e e s e e e e 98
4.4.2. Cinética de crecimiento en condiciones de crecimiento restringido...................... 100

5. DISCUSION ..ottt 103
5.1. Mejorade la produccion de DHA .......cuiiii ittt 106
5.1.1. Los genes pfaABCD tienen una mayor expresidon a 15 °C en pDHA4 ...................... 106
5.1.2. El complejo Pfa reduce su actividad @ 25 °C .....ccveeeeeiiieeeccieee e 106
5.2. Mejora de la disponibilidad de sustrato para Pfa ........ccccceeeciiieicciiee e, 107
5.3. Mejora de la produccion de biomasa........cccueeieiiiiieeciiiee et 112
5.3.1. Determinacidn de la fase éptima de produccion de DHA...........cceeeeecvveeeeciieeeenns 112
5.3.2. Optimizacién del crecimiento de E.coli a baja temperatura........ccccceeeevveeeviciveeennns 113
5.4. Acumulacion de producto final ........ccccveiiiiiiii i 113

5.4.1. Acumulacién de DHA en triacilglicEridos ........ccooviieiiiiiiiii e 114



5.4.2. Secrecion del DHA al MEAIO ....uuuu e 114

5.5. Evolucién natural de un sistema de sintesis de DHA .........cccovierienienieniceeeeeeee 116

. CONCLUSIONES ... ..ttt ettt ettt e e e e sttt e e e e e s e sttt e e e e e s e saasbeeeeeeeeesannnneeeeeeas 119
< REFERENCIAS ...ttt ettt ettt et e et et e e et e ee e s e s e s e e e s es e s e s es e s e s esereseseresereeererenenes 123
« PUBLICACIONES. ...ttt ettt st st sttt b e e s b e sme e st e et e et e e sbeesbnesanenas 139
c ANEXOS e st sttt h e he e sae e ettt e et e nheenheesaneea 142
ANEXO L.t e e s 153
ANEXO 2.ttt e e e e a e e e e s s r e e e s 153
ANEXO 3.ttt e e e e e a e e e s a e e e s 155

F Y 1) o I R 156



Abreviaturas

AA Acido araquidénico

Abs Absorbancia

ACC Acetil-CoA Carboxilasa

ACP Proteina transportadora de grupos acil
ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosin difosfato

AGPAT 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa
ALA Acido a-linolénico

Ap Ampicilina

Apo Inactivo

Ara L-Arabinosa

ARN Acido ribonucleico

AT Aciltransferasa

ATP Adenosin trifosfato

cAMP Adenosin monofosfato ciclico

CLF Factor de longitud de cadena

Cm Cloranfenicol

CoA Coenzima A

C-terminal Carboxi-terminal

DAG Diacilglicérido

DE Desviacion estandar

DGAT Diacilglicerol aciltransferasa

DH/I Dehidratasa/isomerasa

DHA Acido docosahexaenoico

DO Densidad optica

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EPA Acido eicosapentaenoico

ER Enoilreductasa

FAME Acido graso metilesterificado

FAS Acido graso sintasa

FFA Acido graso libre

GC Cromatografia de gases

Holo Activo

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
kb Kilobase

Kn Kanamicina

KR Cetoreductasa

KS Cetosintasa

LA Acido linoleico

LB Medio de cultivo Luria-Bertani
LC-PUFA Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
LPS Lipopolisacarido

MALDI-TOF Espectrometria de masas desorcion/ionizacidn laser asistida por

matriz con deteccién de tiempo de vuelo



MAT

NAD
NADP
N-terminal
ORF

pb

PCR

Pfa

PKS

PMSF
pPpPGpp
PPT

RBS

rpm
RT-qPCR
SDS-PAGE
TAG

TE

TLC

v/v

Malonil aciltransferasa

Nicotinamida adenina dinucleétido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Amino-terminal

Marco de lectura de proteinas

Pares de bases

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Acido graso sintasa de LC-PUFA

Policétido sintasa

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Guanosin pentafosfato

Fosfopanteteinilo

Sitio de unién al ribosoma

Revoluciones por minuto

PCR cuantitativa con retrotranscripcion
Electroforesis de poliacrilamida-glicina-SDS
Triacilglicérido

Tioesterasa

Cromatografia en capa fina

Relacién volumen/volumen



1.INTRODUCCION






Introduccion

1.1. Acidos grasos omega-3 y su ventaja ecoldgica

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) son aquellos acidos grasos cuya
cadena tiene una longitud de 18 carbonos o mas, y al menos dos enlaces dobles en posicidn cis.
Los LC-PUFA se clasifican en dos grandes grupos en funcién de la posicién del primer doble

enlace respecto al carbono omega (w): w-3 y w-6 (Figura 1A) (Li y Hu, 2009).

1.1.1. Propiedades

Los LC-PUFA se encuentran principalmente asociados a los fosfolipidos de la membrana
celular. Se ha observado que las bicapas lipidicas ricas en este tipo de acidos grasos presentan
un incremento en la fluidez debido a la flexibilidad de sus multiples dobles enlaces (Figura 1B).
Por ello, la presencia de LC-PUFA en los fosfolipidos puede alterar algunas de las funciones de la
membrana celular, como son la permeabilidad, el transporte de moléculas, la actividad de
proteinas asociadas a ella, o la transduccién de sefiales. Ademas, se ha descrito que la existencia
de algunos LC-PUFA, como el acido docosahexaenoico (C22:6, DHA) o el acido
eicosapentaenoico (C20:5, EPA), en los fosfolipidos de la envuelta celular de algunas bacterias
marinas psicrofilas halladas en habitats marinos frios y a gran profundidad podria estar

relacionada con la capacidad de adaptacién de estas bacterias a condiciones ambientales

A Serie w-3 B _
Acido a-linolénico HSC/\\1=/\_-_/\=NW\ COOH
ALA(C18:3) (arbonow Bicapa
, lipidica
A. eicosapentaenoico H - = == COOH
EPA (C20:5) 3
A. docosahexaenoico c/\=/\=_/\=/\=/\___/\=/\/\ COOH
DHA (C22:6) HL 3

Serie w-6
Acido linoleico H,C < }
LA (C18:2) \/\/\6=/\=/\/\/\/\ COOH

A. araquidénico H3c s A.grasosaturado

AA (C20:4) = = = = COOH A. grasoinsaturado

Figura 1. Acidos grasos poliinsaturados. A) Estructura quimica y nomenclatura de algunos &cidos grasos
w-3 y w-6. Entre paréntesis se indica el nimero de carbonos y el nimero de insaturaciones en la cadena
de los acidos representados. B) Efecto de los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados sobre la
fluidez de la membrana.
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extremas en las que habitan (Delong y Yayanos, 1986; Nichols, 2003). Sin embargo, aunque
parece que hay una correlacion evidente entre la habilidad de producir LC-PUFA y los fenotipos
psicrofilos/piezéfilos (Nichols, 2003), Allen y Bartlett (2002) demostraron que un mutante de
Photobacterium profundum, al que se le habia eliminado la ruta de sintesis de LC-PUFA, era
capaz de sobrevivir en condiciones de alta presidon y baja temperatura, sugiriendo que la

presencia de estos acidos grasos podria no ser esencial.

Las bacterias marinas ricas en LC-PUFA podrian tener dos roles en la red tréfica en la que se
encuentran. En primer lugar, estas bacterias marinas son el alimento principal de organismos
omnivoros y filtradores bentdnicos. Por otro lado, estas bacterias forman parte de la comunidad
microbiana comensal asociada a animales marinos (Nichols, 2003). Por ello, los LC-PUFA que se
han detectado en los lipidos de los vertebrados e invertebrados de aguas profundas en grandes
cantidades, esenciales en estos organismos superiores, proceden de la sintesis primaria de
bacterias y hongos unicelulares (Delong y Yayanos, 1986). Por tanto, las bacterias y demas
microorganismos productores de LC-PUFA tienen un papel importante en el control de la

eficiencia de transferencia de biomasa y energia a cadenas tréficas (Miller-Navarra et al., 2000).

Por ultimo, se ha observado que la presencia de LC-PUFA incrementa la hidrofobicidad de la
membrana celular, de forma que estos acidos grasos podrian actuar como mecanismo de
proteccion de la célula frente a la entrada a través de la bicapa lipidica de compuestos difusibles
hidrofilos como especies reactivas del oxigeno (ROS), antibidticos u otros metabolitos
secundarios, formando asi un escudo hidrofébico (Nishida et al., 2010). Adicionalmente, los LC-
PUFA presentan actividad antioxidante debida a la capacidad reductora de los dobles enlaces,
que contrarrestan los efectos oxidantes de compuestos ROS mediante la formacion de

metabolitos ciclicos oxigenados estables inocuos para la célula (Galano et al., 2015).

1.1.2. Impacto sobre la salud humana

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga son esenciales en el cuerpo humano, solo
pudiéndose sintetizar a partir de precursores de 18 carbonos ingeridos en la dieta. Los acidos
grasos de la serie w-3 se sintetizan a partir de ALA, procedente de la ingesta de alimentos,
mediante la accidén de varias enzimas elongasas y desaturasas que dan lugar a EPA y DHA. Estas
enzimas también tienen actividad sobre el LA, cuya elongacién y desaturacion da lugar a los
acidos grasos de la serie w-6, como el AA. Es decir, ambas series de acidos grasos compiten por
las enzimas anabdlicas que dan lugar a los productos finales de la ruta, y por ello, un

desequilibrio en la ratio de ingesta de precursores w-6/w-3 en la dieta favorable a LC-PUFA w-6
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hace que se sinteticen una mayor cantidad de moléculas derivadas de los acidos grasos de esta
serie. Estos LC-PUFA w-6 son precursores en la sintesis de moléculas proinflamatorias como
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, dcidos grasos hidroxilados y lipoxinas (Figura 2A).
Sin embargo, los acidos grasos w-3 como el EPA en la sangre y el DHA en el cerebro son
intermediarios metabdlicos en rutas de sintesis de factores anti-inflamatorios, cuyos efectos se
han asociado a un descenso de la coagulacién sanguinea y de la vasoconstriccién arterial, y a un
incremento en la actividad neuroprotectora. El hecho de que ambas series, w-3 y w-6, entren en
competicidon por las mismas enzimas en el mismo espacio, y que estas tengan propiedades
fisioldgicas opuestas (Figura 2B), hacen que la ratio de consumo de LC-PUFA w-6/w-3 en la dieta

sea de fundamental importancia (Figura 2C) (Simopoulos, 2011).

Actualmente, los habitos alimenticios de la sociedad han modificado la ratio w-6/w-3.
Mientras, estudios de la dieta paleolitica estiman que la ratio era de 1:1. En el ultimo siglo, esta

ratio ha aumentado notablemente, incrementando desde 6,4:1 en 1909 hasta 10:1 en 1999,
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Figura 2. Efectos pro y anti-inflamatorios de las series w-6 y w-3 de LC-PUFA. A) Productos finales de las
rutas metabodlicas derivadas de acido araquidénico (AA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido
docosahexaenoico (DHA). B) Efectos de los factores pro y anti-inflamatorios sobre mediadores de la
inflamacion (citoquinas proinflamatorias y proteina C-reactiva (CRP)). Las lineas continuas indican un
efecto activador, las lineas discontinuas indican un efecto inhibitorio. Adaptado de Flock et al. (2013). C)
El desequilibrio alimenticio entre w-6/w-3 incrementa la reaccion inflamatoria y puede conllevar un fallo
en la resolucion de la inflamacién. El riesgo de desarrollar enfermedades derivadas de procesos
inflamatorios crénicos leves incrementa con una ratio entre AA/EPA favorable a la serie w-6. D) Ratio w-
6/w-3 en la dieta de varias poblaciones. Adaptado de Simopoulos (2011).
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alcanzando incluso 15:1 en Estados Unidos y Europa en 2011 (Figura 2D). Los autores
argumentan que esto puede deberse al incremento en el consumo de aceites ricos en acidos
grasos w-6, como el aceite de soja o de palma, lo que supone un incremento en 2’5 veces de
acidos grasos de la serie w-6 junto con un descenso de 2 veces del aporte de w-3 (Blasbalg et al.,

2011; Simopoulos, 2011).

Por tanto, se cree que esta descompensacion de la proporcién w-6/ w-3 favorable a la serie
w-6, precursora de moléculas proinflamatorias activas a muy baja concentracién, es la causa de
un incremento de la prevalencia de multitud de alergias y alteraciones inflamatorias

(Simopoulos, 2011).

El EPA se encuentra principalmente en el torrente sanguineo, por lo que se relaciona con
efectos sobre el sistema vascular, el flujo sanguineo, y la homeostasis con los metabolitos
derivados del AA (Simopoulos, 2011). Por ello, la deficiencia en w-3, asi como el excesivo
consumo de acidos grasos w-6, se ha asociado con multiples enfermedades o alteraciones
degenerativas causadas por inflamaciones crénicas, como el asma, la artritis reumatoide, el

lupus eritematoso, o la esclerosis multiple (Abedi y Sahari, 2014).

El mantenimiento de la ratio w-6/ w-3 proxima a 1 no solo tiene impacto en la edad adulta,
también tiene un efecto importante en el desarrollo de fetos y nifios. Tanto el AA (w-6) como el
DHA (w-3) son esenciales en el proceso de desarrollo, siendo critico su balance en la formacién
e integridad estructural del cerebro. Crawford et al. (2003) sostienen que una deficiencia de DHA
en la placenta durante la gestacidn podria ser la causa de ciertas anormalidades en la membrana

de neuronas y células de la retina en neonatos.

La importancia del papel del DHA en células de la retina y en neuronas cerebrales se debe a
que este participa en la sefalizacidon celular. Se ha descrito que el DHA estd directamente
relacionado con la biosintesis de neurotransmisores, la transducciéon de sefiales, la captacion de
serotonina, la unién de neurotransmisores a receptores B-adrenérgicos y serotonérgicos, y con
la actividad monoamina oxidasa (Abedi y Sahari, 2014; Lagarde, 2008). En los ultimos afos, se
ha apuntado a la inflamacidn crénica leve como una de las causas de la neurodegeneracién en
la enfermedad de Alzheimer. La inflamacidn es un proceso natural dirigido a restaurar la
homedstasis y promover la curacidn en los tejidos, siendo resuelta en un determinado punto del
proceso por mediadores anti-inflamatorios (Figura 2B). En este proceso se produce un
incremento inicial de derivados pro-inflamatorios de AA, que se contrarresta por un incremento
de derivados anti-inflamatorios, las resolvinas D derivadas de EPA Yy las resolvinas E derivadas de
DHA (Serhan et al., 2014). Distintos estudios indican que ausencia de la fase de resolucién de la

inflamacidn podria ser la causa del dafio neuronal, y por tanto, del progreso de la enfermedad
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(Whittington et al., 2017). Se ha observado que en pacientes con enfermedad de Alzheimer los
niveles de DHA en plasma y cerebro son mas bajos que en pacientes sanos, por lo que se han
realizado distintos estudios para determinar el potencial beneficio de un incremento de la
ingesta de LC-PUFA sobre la neuropatologia y la funcidn cognitiva. Estudios iniciales en animales
describen algunos efectos terapéuticos; sin embargo, en ensayos clinicos en humanos tan solo
se ha observado un ligera mejoria de los sintomas al suplementar la dieta con DHA o EPA a

pacientes en fases iniciales de la enfermedad (Canhada et al., 2017).

Respecto al sistema cardiocirculatorio, varios autores asocian a los LC-PUFA w-3 beneficios
en distintos procesos: efectos anti-arritmicos, modulacidn de la funcién auténoma, un descenso
en la agregacién de plaquetas, efectos vasodilatadores, o un descenso en la presion arterial,
entre otros (Lee et al., 2008; Simopoulos, 2011). Adicionalmente, otros estudios sostienen que
al incrementar la concentracidn de estas moléculas se reduce el nivel de triglicéridos (TAG) en
sangre, cuya presencia a altas concentraciones incrementa la probabilidad de desarrollar
pancreatitis y enfermedades coronarias. En el caso de la suplementacién solamente con EPA,
también se observé un descenso en el nivel de lipoproteina de baja densidad (Gutstein y Copple,

2017; Sharp et al., 2017).

El sistema digestivo también ha sido estudiado en relacién con los efectos de los LC-PUFA.
Como se ha indicado anteriormente, los habitos alimenticios han cambiado en los ultimos
tiempos. Asi el desequilibrio w-6/w-3 podria ser una de las posibles explicaciones del incremento
de la prevalencia de alteraciones del sistema digestivo como la enfermedad intestinal
inflamatoria, la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn. Un estudio dietético en humanos
describe que la ingesta de LA, de la serie w-6, incrementa el riesgo de desarrollar colitis ulcerosa,
mientras que la ingesta de DHA reduce la aparicidén de esta alteracion (Hart et al., 2009). Sin
embargo, a pesar de existir indicios in vitro de su efecto anti-inflamatorio, no se ha conseguido
determinar el impacto de los LC-PUFA w-3 sobre otras enfermedades como sindrome de Crohn
o enfermedad intestinal inflamatoria, ya que los ensayos clinicos realizados son controvertidos

(Scaioli et al., 2017).

Adicionalmente, varios estudios sobre la microbiota intestinal describen una relacién entre
la ingesta de dietas ricas en grasas con cambios en la composicién de la flora microbiana que
derivan en una disbiosis o desequilibrio bacteriano, en el que se altera la ratio de firmicutes y
bacteroides, e incrementa el conteo de bacterias del género Lachnospiraceae. Esta disbiosis
puede generar un estado de inflamacién, causa de muchas enfermedades del tracto digestivo.
(Pu et al., 2016; Watson et al.,, 2017). En ensayos con animales, se ha descrito que una

alimentacién rica en LC-PUFA w-6 provoca el cambio en la composicidn bacteriana del intestino,
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que da lugar a una endotoxemia provocada por la presencia lipopolisacarido (LPS), e incrementa
el estado de inflamacién general crénica leve; contrariamente, la suplementacién de la dieta con
LC-PUFA w-3 reducia notablemente la inflamacién y |la presencia de LPS. Esto se debe a que estos
acidos grasos provocan un cambio en la microbiota intestinal, de forma que hay un incremento
de bacterias supresoras del LPS y de las bifidobacterias, asi como un descenso en bacterias
productoras de LPS y enterobacterias (Kaliannan et al., 2015). Es decir, los acidos grasos w-3
podrian revertir la composicién microbiana en ciertas alteraciones y enfermedades, asi como
incrementar la producciéon de compuestos anti-inflamatorios en el intestino (Costantini et al.,

2017).

Por ultimo, se esta evaluando si los LC-PUFA de la serie w-3 podrian actuar como agentes
quimiosensibilizantes en casos de tumores con resistencia multiple a compuestos
quimioterapicos. Se ha visto que una de las propiedades clave de los w-3 es su capacidad de
alterar las propiedades de la membrana celular, mecanismo crucial en la captacién de drogas en
la célula, asi como en la actividad de proteinas de membrana como factores de crecimiento,
receptores y transportadores (Burns et al., 1979; Corsetto et al., 2017). Esta aproximacion,
llamada “Terapia de membrana lipidica”, se basa en la hipdtesis de que la alteracion especifica
de los lipidos de membrana puede modificar la composicidn y estructura de la membrana de
células cancerosas, de forma que se altere la actividad y localizacion de proteinas asociadas a la
membrana, y consecuentemente las rutas de sefializacion down-stream cruciales para el
desarrollo tumoral (Wirtitsch et al., 2009). Analisis in vitro demostraron que el incremento de la
quimiosensibilidad provocado por la incorporacién en membrana de LC-PUFA w-3 era mayor en
células con fenotipo quimioresistente (Zulstra et al., 1987). En distintos ensayos in vivo, se ha
observado que los w-3 administrados a pacientes con tumores sélidos o hematolégicos mejoran
la eficacia de distintos farmacos quimioterapicos (Wynter et al., 2004). Por tanto, los datos
obtenidos de varios estudios dan pie a utilizar los acidos grasos w-3 como adyuvantes en

tratamientos oncoldgicos sobre células cancerigenas resistentes a drogas (Corsetto et al., 2017).

1.1.3. Usos en acuicultura

Aunque los LC-PUFA w-3 tienen una gran importancia en salud humana, su principal
aplicacién es en acuicultura, actividad que consume el 75% del aceite de pescado producido,
mientras que el consumo humano tan sélo supone un 22% (Figura 3A). En datos absolutos, la
industria de la acuicultura consume 0,8 millones de toneladas al afio de aceite de pescado,
principalmente para el cultivo de salmdnidos (62 %) y peces marinos (19 %), seguidos de

crustaceos (6 %) y especies de agua dulce (6%) (Figura 3B) (Tocher, 2015).
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Figura 3. Usos del aceite de pescado rico en LC-PUFA. A) Aplicaciones del aceite de pescado. B) Consumo
de aceite de pescado en distintos sectores de la acuicultura. Adaptado de Tocher (2015).

Estudios en 35 especies de peces, parece que las especies de agua dulce y diddromos (peces
migradores) son capaces de sintetizar EPA y DHA a partir de acidos grasos mas sencillos. Sin
embargo, las especies marinas no son capaces debido a que la ruta metabdlica es deficiente en
alguna de las enzimas clave, es decir, los LC-PUFA son acidos grasos esenciales (detallado en el
apartado 1.2.4). Por ello, es necesario suplementar la dieta de los peces con aceite de pescado,
ya que es un requerimiento para el crecimiento de las especies marinas (Tocher, 2003).
Alternativamente, se puede suplementar a las especies de agua dulce y diddromas con aceites
vegetales, que contienen ALA. Sin embargo, se ha visto que cuando se suplementa la dieta con
aceites vegetales la composicidn de los tejidos de los peces cambia, enriqueciéndose en acidos
grasos de 18 carbonos y disminuyendo en EPA y DHA (Bell y Tocher, 2009; Tocher, 2009). Por
ultimo, se ha empezado a utilizar una fuente alternativa de DHA, las microalgas como Isochrysis

galbanay Schizochytrium sp. (Watters et al., 2012).

Los LC-PUFA, asi como los acidos grasos precursores de estos, se encuentran naturalmente
en peces proceden de las redes tréficas, de forma que los eslabones inferiores de las redes son
aquellos capaces de sintetizar estos LC-PUFA, mientras que las especies consumidoras son
simples acumuladores de estos acidos grasos. En acuicultura, debe imitarse este proceso por
ello, es necesario alimentar a los peces en las distintas fases de crecimiento (Bell y Tocher, 2009;

Tocher, 2009).



Introduccion

La suplementacién de la dieta en los peces y demds especies cultivadas se realiza en
distintas etapas del crecimiento de los individuos. Esta suplementacion de la dieta es
especialmente importante en durante la fase larval, debido al papel esencial de los LC-PUFA en
el desarrollo neuronal. Asimismo, se ha visto que es necesario suplementar la dieta de los
adultos en fase reproductiva, ya que se ha visto que es necesario para la correcta formacion de

los huevos en algunas especies (Watters et al., 2012).

Por ultimo, los peces en fase juvenil se alimentan con aceites vegetales, ricos en ALA. Como
se ha comentado previamente, estos aceites provocan un incremento en ALA en los tejidos,
reduciendo el contenido en LC-PUFA w-3 (Bell et al., 2003; Bell y Tocher, 2009). Por ello, los
ejemplares adultos se alimentan con aceites de pescado en la fase final de cultivo con el objetivo
de enriquecer los tejidos en EPA y DHA, previa a su captura y comercializacién (Watters et al.,

2012).

1.1.4. Importancia econdmica de los acidos grasos omega-3

Los requerimientos nutricionales y farmacolégicos en humanos, asi como las
necesidades en acuicultura hacen que el mercado de los LC-PUFA haya incrementado en las

ultimas décadas.

La Organizacidon mundial de Alimentacién y Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) de
Naciones Unidas en el informe “Fats and fatty acids in human nutrition. Report of an expert
consultation” (FAO, 2010a), asi como estudios poblacionales mas recientes (Stark et al., 2016)
recomiendan una ingesta minima diaria de 250-500 mg LC-PUFAen funcién de ciertos
parametros (edad, sexo, enfermedades, embarazo, etc.). Sin embargo, los datos de consumo
indican que solo unos pocos algunos paises en el mundo, donde la dieta es rica en pescado azul
y marisco, superan dicho consumo de LC-PUFA (Packaged facts, 2012). En otros paises, el
consumo de alimentos ricos en LC-PUFA como el pescado, el marisco y algunos vegetales es

insuficiente.

Por ello, con el objetivo de incrementar esta ingesta diaria de LC-PUFA, se han
desarrollado numerosos productos alimenticios fortificados y nutracéuticos. Un estudio del afio
2016 (Global Market Insights, 2016) sostiene que solo en Europa en el afio 2014 el mercado de
productos que contienen DHA o EPA alcanzd los 500 millones de ddlares, y se estima un
crecimiento del 11% anual hasta 2022, afio en el que se prevé que se alcancen los 1.200 millones
de délares. Otro informe de 2011 (Packaged facts, 2012) describe que el mayor consumo de
productos fortificados con acidos grasos w-3 fue en América del norte con un 42,6% del mercado

global, seguido por Europa y Asia-Pacifico.
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Los productos mds consumidos son aquellos dirigidos a la salud humana y la nutricidn,
siendo el area de consumo mds importante la alimentacion infantil, en la que hasta el 90% de
las formulas infantiles estan enriquecidas en DHA o EPA. Otros productos de gran importancia
econdmica que contienen LC-PUFA son los alimentos y bebidas fortificadas, los complementos

nutricionales, y productos farmacéuticos y clinicos.

1.1.5. Fuentes de produccion de omega-3 actuales

Considerando los datos expuestos previamente, relativos al desequilibrio en el consumo de
acidos grasos LC-PUFA w-6/w-3, asi como el papel que juegan en el control de las respuestas
inmunes e inflamatorias, parece que es necesario contrarrestar este balance (Tocher, 2015). El
consumo por ingestidn directa de alimentos ricos en DHA o EPA, como el pescado y el marisco,
es insuficiente en gran parte de la poblacién. Por ello, es necesaria una produccién y extraccion
industrial, que permita afadir EPA o DHA en los alimentos fortificados o productos

farmacéuticos.

La fuente mas habitual de produccion y consumo de LC-PUFA es el pescado y sus aceites, asi
como cefalépodos y crustaceos. Sin embargo, el consumo masivo de pescado ha disparado las
alarmas en organizaciones como la FAQ, la cual ha alertado sobre los riesgos de utilizar pescado
como fuente de LC-PUFA, ya que existen problemas de sobreexplotaciéon de los recursos
acuicolas: el 53% de los recursos pesqueros estdn cerca de estar completamente explotados, el
28% estdn sobreexplotados, y el 3% estan exhaustos o en proceso de recuperacion (FAO, 2010).
Ademas, se ha descrito la presencia de diversos contaminantes en el pescado como dicloro-
difenil-tricloroetano (DTT), bifenilos policlorados, metilmercurio, metales pesados (Pb, Cr, Hg,
Cd, y As) o antibidticos, entre otros. De hecho, la ingesta de pescado contaminado ha
incrementado la prevalencia de enfermedades relacionadas con la acumulacién de ciertos
contaminantes tanto de agua dulce como salada (Abedi y Sahari, 2014). Ademas, el pescado
como fuente industrial de LC-PUFA conlleva otras desventajas como son los elevados costes de
purificacién de los acidos grasos, la baja estabilidad del producto por presencia de compuestos

oxidantes, o la presencia de olores y sabores desagradables.

Por ultimo, a pesar de ser una importante fuente de pescado, la acuicultura no parece que
sea una solucion a largo plazo. Esto se debe a que las principales especies cultivadas son
carnivoras, como el salmdn o la lubina, lo que supone que para producir 1 kg de pescado de
piscifactoria es necesario capturar entre 2 y 2,5 kg de pescado salvaje mas pequefio, como

sardina o arenque. Ademas, las instalaciones de acuicultura son una fuente de contaminacion

11
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por nitratos, asi como un riesgo en la transmisién de patdgenos. Por todo ello, la presion sobre

los recursos pesqueros salvajes es todavia mayor (Jenkins et al., 2009).

Por tanto, se ha empezado a dirigir los esfuerzos sobre la producciéon industrial de LC-PUFAS

hacia el desarrollo de otras fuentes alternativas de acidos grasos w-3:

El krill antartico (Euphasia superba) es un pequefio crustaceo nativo del océano Antartico.
Contiene un gran contenido de LC-PUFA debido a su constante ingesta de microalgas y otros
microorganismos productores de LC-PUFA. A diferencia del pescado, que acumula los
acidos grasos en forma de aceite, en el krill los acidos grasos w-3 se encuentran en forma
de fosfolipidos de membrana. Actualmente, existen varios productos en el mercado que
contienen LC-PUFA procedentes de krill, bien en forma de extracto o como LC-PUFA
purificado. Sin embargo, presenta desventajas similares al pescado como la
sobreexplotacion de los recursos marinos y la contaminacién de los océanos. Ademas,
durante el proceso de extraccion de los LC-PUFA, se liberan una serie de proteasas y lipasas
que dificultan la purificacion y estabilizacidn de los acidos grasos (Gigliotti et al., 2011).

Las plantas ricas en acidos grasos w-3 son consumidas habitualmente, sin embargo, las
plantas superiores solo son capaces de sintetizar acidos grasos poliinsaturados de 18
carbonos de longitud, como el 4cido a-linolénico (ALA). Sin embargo, la Unica funcionalidad
del ALA es servir de precursor para la sintesis de EPA y DHA, y esta ruta es poco activa en
humanos (Brenna, Salem, Sinclair, y Cunnane, 2009). Por ello, se han desarrollado varios
estudios en los que se han generado plantas transgénicas que contienen los genes
esenciales para la sintesis de LC-PUFA como el DHA o el EPA procedentes de bacterias, algas
o levaduras (Walsh et al., 2016). Actualmente, los mayores problemas asociado a estas
plantas modificadas es el bajo rendimiento en la produccion de LC-PUFA (Adarme-Vega et
al., 2012).

Algunas microalgas y protistas contienen un alto contenido en LC-PUFA, algunos de ellos
con mas de un 30% de LC-PUFA respecto del total de acidos grasos. Se caracterizan por
contener LC-PUFA especificos, al contrario que plantas y animales, que contienen una
mezcla de estos. Ademas, algunos de los organismos que han sido estudiados por contener
altas concentraciones de LC-PUFA pertenecen a los géneros de microalgas Nannochloropsis
y Phaeodactylum, y de traustoquitridos como Schizochytrium, Thraustochytrium o
Aurantiochytrium (Metz et al., 2009; Adarme-Vega, 2014). Ademas, estos organismos
acumulan grandes cantidades de acidos grasos en forma de aceites o triglicéridos (TAG).
Crypthecodinium cohnii es una microalga con un contenido en DHA de entorno al 30% en

forma de TAG, y es utilizado en la produccién de DHA de calidad farmacéutica.
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Curiosamente, esta microalga utiliza un sistema al del resto de microalgas, que utilizan un
sistema similar al de plantas y animales (de Swaaf et al.,, 2003; Mendes et al., 2009).
Actualmente, algunas especies de traustoquitridos estan siendo cultivados a gran escala
tanto para la produccién de DHA o EPA con un alto grado de pureza, como para la
produccién de biomasa enriquecida en LC-PUFA utilizada como alimento en acuicultura. Su
potencial es tan prometedor que la explotacion industrial tanto de los organismos como de
sus enzimas estan protegidas por varias patentes internacionales (Apt et al., patente No.
W02010/107415 A1) y son comercializadas por grandes empresas internacionales, como
Royal DSM.

Las y-proteobacterias marinas que contienen LC-PUFA son bacterias psicrdéfilas y piezofilas.
Se cree que podrian utilizan estos acidos grasos como mecanismo de proteccion frente al
frio y la alta presién (Nichols, 2003). Se han descrito varios géneros de bacterias que son
capaces de producir LC-PUFA especificos; algunas de especies sintetizan principalmente
EPA como Shewanella o Photobaterium profundum, mientras otras producen DHA como
Colwellia psycherythraea, Moritella marina o Psychromonas ingrahamii (Schulse y Allen,
2011). Estas bacterias introducen el DHA o el EPA en los fosfolipidos de membrana y suelen
presentar un solo tipo de LC-PUFA, lo cual facilita la purificacidn. Su sistema de produccion

de LC-PUFA es similar al de las microalgas ricas en DHA (ver seccion 1.2.4).
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1.2. Biosintesis de acidos grasos

1.2.1. Sintesis de acidos grasos saturados

La sintesis de acidos grasos es uno de los procesos de mayor importancia en la célula, por

ello, esta ruta metabdlica esta altamente conservada tanto en eucariotas como procariotas.

La via anabdlica para sintetizar acidos grasos consiste en una serie de reacciones enzimaticas
ciclicas que parten de un sustrato corto, que se elonga hasta dar lugar a las distintas especies de
acido graso en la célula. En esta ruta, el acetil-CoA se carboxila a malonil-CoA mediante la Acetil-
CoA Carboxilasa (ACC). Posteriormente, este se transfiere a una proteina portadora de acilos
(ACP), que protege el residuo malonilo de reacciones de degradacién o de su uso como precursor
en otras reacciones anabdlicas. EI malonil-ACP entra en el ciclo de biosintesis mediante una
reacciéon de condensacion de Claisen con un residuo de acetil-CoA, dando lugar a acetoacetil-
ACP. Posteriormente, este se reduce a 3-hidroxibutiril-ACP, se deshidrata a 2-butenoil-ACP y
finalmente se vuelve a reducir para dar lugar al butiril-ACP (Figura 4C). Este acido graso entra en
varios ciclos de elongacion en el que se afnaden dos carbonos mdas mediante una reaccidn de
condensacién con un nuevo residuo de malonil-ACP y las subsiguientes reacciones que dan lugar
a una cadena saturada. Al alcanzar una longitud determinada, el acido graso unido al grupo ACP

se utiliza para la formacién de fosfolipidos de membrana.

Por tanto, la ecuacién estequiométrica que describe un ciclo de la sintesis de un acido graso

es la siguiente (JanRen y Steinblichel, 2014):
CpHyp-10, — ACP + C303H; — ACP + ATP + 2NAD(P)H + 2H*
= CpyoHypny30, — ACP + HCO3 + ADP + P; + 2NAD(P)*

Esta serie de reacciones son iguales en todos los organismos, sin embargo, difieren en la
organizacion de las actividades enzimaticas y su codificacién genética. Existen dos grandes
grupos de acido graso sintasa (FAS). La FAS tipo | es un gran complejo proteico multifuncional
en el que se encuentran todos los dominios funcionales para sintetizar un acido graso. En
hongos, este complejo estd codificado en dos genes que dan lugar a las subunidades ay B, y que
se organizan como un heterodecamero (asBs); en animales, la FAS | esta codificada en un solo
gen que da lugar a un homodimero (as) (Leibundgut et al., 2008; Maier et al., 2010). Por otro
lado, la FAS tipo Il es complejo disociable formado por varias enzimas monofuncionales que se
encuentra en bacterias y en los plastidos de plantas (Harwood, 1988; Rock y Cronan, 1996). En
este caso, los distintos genes que codifican estas proteinas discretas no forman un solo operén,

sino que estan dispersas en el genoma.
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Figura 4. Sintesis de acidos grasos. A) Agrupaciones de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos
descritas en E. coli. B) Reaccidn de activacién de la ACP. C) Ruta de sintesis de acidos grasos en E. coli.

La sintesis de acidos grasos en E. coli sigue la misma ruta biosintética general descrita para
todos los organismos y estd catalizada por un sistema FAS tipo Il (Figura 4A) (Rock y Cronan,
1996). Por ser una de las rutas de sintesis de acidos grasos mejor caracterizadas, se describe en
detalle a continuacién. En primer lugar, la Acc de E. coli esta formada por cuatro proteinas
codificadas en el reguldn acc (accABCD), que son expresadas equimolarmente. Estas proteinas
forman el complejo AccABCD con tres dominios activos: biotina carboxilasa (proteina
transportadora de biotina carboxilica), carboxilasa-CoA y carboxil transferasa (Choi-Rhee vy
Cronan, 2003). En esta reaccion, se afiade un grupo HCO3 al acetil-CoA dando lugar a malonil-
CoA. Dado que la reaccién de carboxilacidn del acetil-CoA consume ATP, la regulacidn de este
complejo es muy estricta, de hecho, esta negativamente regulada por grupos acil-ACP de 6 a 20
carbonos de longitud, de forma que se evita sintetizar un exceso de acidos grasos. Se ha
observado que la sobreexpresion de tres de los genes acc, accBCD, es suficiente para

incrementar la actividad carboxilasa (Davis et al., 2000). Otro ensayo de sobreexpresion, en este
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caso del complejo completo accABCD, concluyé que este incremento de actividad ACC debe ir
acompafiada de la expresion de la tioesterasa TesA, de forma que el exceso de acidos grasos
producidos por esta sobreexpresion se acumulen en forma de acidos grasos libres (FFA) en lugar
de acil-ACP, y asi, evitar la regulacidn negativa sobre la transcripcién del operén acc (Zha et al.,
2009). Por otro lado, E. coli contiene el reguldn fab, compuesto por los genes plsX-fabH-fabD-
fabG-acpP-fabF. El resto de genes relacionados con la sintesis de dcidos grasos, los genes fabA,
fabB, fabl, o acpS, estan dispersos en el genoma de E. coli como unidades transcripcionales

independientes. Estos genes catalizan el resto de reacciones de la ruta.

Partiendo de una molécula de malonil-CoA, la malonil-CoA ACP transacilasa, FabD, cataliza
la transferencia de la fraccidon malonil a la ACP, dando lugar a malonil-ACP (Joshi y Wakil, 1971).
Se ha descrito que la delecién del gen fabD es letal en E. coli (Zhang y Cronan, 1998), mientras
gue su sobrexpresidn provoca alteraciones de la composicidon de acidos grasos: disminuye la
proporcién de acido palmitoleico (C16:1) mientras que incrementa la proporcién de acido cis-
vaccénico (C18:1n7) (Magnuson et al, 1993). Ademas, cabe destacar que la ACP, codificada por
acpP, se sintetiza en forma inactiva, apo. Por tanto, para que adapte su forma activa, holo, debe
modificarse postraduccionamente mediante la accién de una ACP sintasa (AcpS) que le
transfiere un grupo prostético fosfopanteteina (PPT) procedente de una molécula de coenzima
A (CoA) (Figura 4B) (Chan y Vogel, 2010). La AcpS de E. coli parece modificar exclusivamente la
ACP codificada por AcpP; sin embargo se ha observado que otras sintasas de esta familia, como
la Sfp de Bacillus subtilis, son capaces de modificar ACP de otras rutas metabdlicas (Lambalot et

al., 1996).

A continuacion, el enzima FabD cataliza una reaccidn en la que se une un residuo de malonil-
CoA sobre la cola PPT de la ACP activada. De esta forma, el malonil unido a la ACP queda
determinado hacia la sintesis de acidos grasos, ademas de ser protegido de la accién de enzimas
cataliticas. El malonil-ACP entra en el primer ciclo de elongacién (Figura 4C) mediante una
reaccion catalizada por la enzima FabH, con actividad 3-cetoacil sintasa Il (KS Ill). Esta enzima
condensa malonil-ACP y acetil-CoA dando lugar a 3-cetoacil-ACP. La sobreexpresién de FabH da
lugar a un aumento de los acidos miristico (C14:0) y palmitico (C16:0) (Tsay et al., 1992),
mientras que la delecidn de este gen conduce a un aumento de los niveles de acidos grasos de
18 carbonos de longitud. Ademas, aunque no es un gen esencial, se ha visto que tiene un efecto
negativo sobre el crecimiento y sobre el tamafio celular, probablemente debido a la disminucion

de la capacidad de producir acidos grasos (Yao et al., 2012).

Tras la reaccién de condensacion, el grupo ceténico del 3-cetoacil-ACP es reducido por la 3-

cetoacil-ACP reductasa (FabG), consumiendo un NADPH y dando lugar un grupo hidroxilo
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(Toomey y Wakil, 1966). A continuacién, el grupo alcohol del B-hidroxiacil-ACP es deshidratado
por las B-hidroxiacil-ACP deshidratasas FabZ dando lugar a un doble enlace y liberando una
molécula de agua. Estas dehidratasas presentan distinta afinidad por sustrato, de forma que
FabZ actua sobre moléculas 3-hidroxiacil-ACP de cadena corta y larga indiferentemente de si son
saturadas o insaturadas, mientras que FabA tiene mayor afinidad por cadenas intermedias,
aunque también puede utilizar cadenas cortas o largas (Heath y Rock, 1996). El enoil-ACP se
reduce utilizando NADPH o NADH mediante la enoil-ACP reductasa (Fabl) dando lugar a la
cadena alquilica totalmente saturada. Esta reductasa es esencial en E. coli, y un punto clave en
la regulacion de la sintesis de acidos grasos, ya que es inhibida por el producto final de la via con
el objetivo de evitar el gasto energético que supone la sintesis de acidos grasos (Bergler et al.,

1996).

La molécula de acil-ACP entra en sucesivas rondas de elongacidn, en las que se suceden las
reacciones ciclicas descritas. En contraposicién al ciclo inicial de elongacién, los subsiguientes
ciclos de elongacién se inician mediante la misma reaccién de condensacién, pero catalizada por
las KS | (FabB) y KS Il (FabF), utilizando como sustrato la cadena acil-ACP en elongacién y una
molécula de malonil-ACP. La participacidén de estas enzimas KS en cada ciclo estad determinada
por su especificidad de sustrato. La KS lll, FabH, utiliza sustratos de hasta 4 carbonos de longitud,
es decir, utiliza principalmente acetil-CoA pero también tiene actividad utilizando propionil-CoA
y butiril-CoA. Sin embargo, FabB y FabF tienen afinidad por sustratos de mayor tamafio. Ademas,
FabB es la Unica KS capaz de elongar las cadenas insaturadas de 10 carbonos de longitud
producidas por FabA. Por ello, la delecidon de fabB provoca un fenotipo auxdtrofo para acidos
grasos insaturados (Cronan et al.,, 1969), mientras que la sobreexpresién de esta proteina
incrementa el porcentaje de C18:1n-7 (Clark et al., 1983). Por ultimo, FabF es la Unica capaz de
elongar acido palmitoleico (C16:1) a acido vaccénico (C18:1) (Edwards et al., 1997). La delecidn
del gen fabF da lugar a un mutante sensible a temperatura (Garwin et al., 1980), mientras que
la sobreexpresion es letal (Subrahmanyam y Cronan, 1998). Existen evidencias in vitro de la
capacidad de FabB y FabF de catalizar el ciclo inicial de elongacién realizado mayoritariamente
por FabH. Sin embargo, se cree que utilizan una via alternativa en la que decarboxilan malonil-
ACP a acetil-ACP y utilizan este Ultimo como sustrato de la reaccién de condensacién (Alberts et
al., 1972; D’Agnolo et al., 1975; McGuire et al., 2001). Adicionalmente, se observd que una cepa
de Lactococcus lactis en la que se habia delecionado fabH retenia el 10% de la actividad de
sintesis de acidos grasos; los autores suponen que esta actividad procede de la accién secundaria

de descarboxilacién de malonil-ACP de FabB y FabF (Cronan y Thomas, 2009).
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1.2.2. Insaturacion de acidos grasos

En la sintesis de acidos grasos insaturados (Figura 5), FabA cataliza tanto una deshidratacion
como una reaccion de isomerizacion. Esta funcidn de isomerizacién es exclusivamente realizada
sobre sustratos de 10 dtomos de carbono (B-hidroxidecanoil-ACP), en la que FabA primero
deshidrata la molécula para dar lugar a trans-2-decenoil-ACP y posteriormente isomeriza el
doble enlace a cis-3-decenoil-ACP. De esta forma la reaccidon de la enoil reductasa no se produce,
manteniendo el doble enlace en la cadena creciente. A continuacion, FabB inicia otro nuevo ciclo
de elongacidn, en el que se completan las cuatro reacciones basicas (KS, KR, DH y ER) durante 3
0 4 ciclos mas para dar lugar a cis-9-palmitoleil-ACP (C16:1n7) y cis-11-vaccenoil-ACP (C18:1n7),
respectivamente. Esta KS es la Unica capaz de utilizar sustratos de cadena insaturada, por lo que
su actividad es esencial para la célula; de hecho, la delecidn de este gen convierte a la célula en

auxotrofa para acidos grasos insaturados (Feng y Cronan, 2009)

H oHO
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Deshidratacién por FabA
H,0 (—-/
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H
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l Sintesis dcidos grasos saturados
cis-9-palmitoleil-ACP
l Sintesis acidos grasos saturados
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Figura 5. Ruta de sintesis de acidos grasos insaturados en E. coli. FabA realiza una reaccién de
isomerizacion del doble enlace dando lugar a cis-3-decenoil-ACP, que posteriormente es elongado hasta
formar los 4cidos grasos C16:1n7 y C18:1n7. Tomado de Santos-Merino (2017).
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1.2.3. Regulacion del metabolismo de acidos grasos

La sintesis de acidos grasos es un proceso energéticamente costoso, por lo que, tanto E. coli
como el resto de organismos tienen una regulacién del sistema muy estricta (Figura 6). La
actividad de esta ruta biosintética esta acoplada al crecimiento celular (Yao et al., 2012), y es
uno de los principales puntos de regulacion para el control de la homedstasis de membrana
(zhang y Rock, 2008). Asi, cuando la célula se encuentra bajo una situacidn energética favorable,
se activa la sintesis de acidos grasos y se reprime la degradacién de los mismos, de forma que
pueden ser utilizados para la biosintesis de membrana, o para la sintesis de otros metabolitos.
Sin embargo, en condiciones de escasez de nutrientes (carbono, aminoacidos, fosfato, etc.) se
inhibe la sintesis de acidos grasos y se incrementa actividad degradativa de los mismos (Janf3en

y Steinbiichel, 2014).

El principal actor en esta regulacién es el factor de transcripcion FadR, que reprime la
transcripcién de todos los genes relacionados con el ciclo de degradacién de acidos grasos en
condiciones de crecimiento éptimo (Fujita et al., 2007). La represién de estos genes se levanta
en situaciones de necesidad energética mediante la interaccion de FadR con un acil-CoA de
cadena larga procedentes del exterior de la célula (transportador Fadl) o de la degradacién de
fosfolipidos de membrana (Henry y Cronan, 1991). FadR, ademas, tiene una segunda funcién
como activador de la expresion de genes de la sintesis, tanto del operdn fabHDG, como fabA 'y
fabB (My et al., 2013). Los genes fabA y fabB tienen ademas una segunda regulacién mediante
el factor de transcripcion FabR. Este factor de transcripcion citosdlico es el responsable de
mantener la homeostasis de la membrana: cuando FabR estd unido a dcidos grasos insaturados
reprime fabA y fabB, mientras que la unidn a 4cidos grasos saturados levanta dicha represion

(Zhu et al., 2009).

Dada la estrecha relaciéon entre el estado energético de la célula y el metabolismo de acidos
grasos, existe también una regulacion basada en el estado de la célula. En primer lugar, existe
una regulacién mediante inhibicién enzimatica mediante la interaccién de sustratos y productos
de la ruta con determinadas enzimas para evitar la actividad de la ruta cuando se acumulan los
productos finales: la presencia de Acil-ACP de cadena larga inhibe la actividad del complejo Acc
y FabH, y la acumulacidon de acido palmitoleico inhibe la enoil reductasa Fabl. Ademas, la
presencia de ACP libre (sin acilo), inhibe la ruta de Kennedy de sintesis de fosfolipidos,

asegurando asi que ésta solo este activa en abundancia de acidos grasos (Figura 6).

19



Introduccion

pPGpp
Periplasm l
Cyiosol Palmitoyl-ACP Pisx
Pwmloyl CoA Acyl-phosphate
ppGpp —| Fabz g
Enoyl-ACP ppGpp of PlsY |_pnGpp
Fabl
FabR —| _— J_ Glycerol-
3-phosphate
PisB
Ac carol
S—Hydroxyacyl»ACP Acyl-ACP L -S-L}ggsp?wla
FnaB_"' HERDOPR :F _—
G FabR apo-ACP .
wobre —j e et ;:1?;.1129
FadR mmmp FabF Diacylglycerol-
3-Ketoacyl-ACP H_ Acyl-ACP g # i
Acyl-ACP EadR il
:L 1 FabH |._ ppGpp l
AccABCD FabD T
Acetyl-CoA ———> Malonyl-CoA D Malonyl-ACP

T :f: Membrane
lipids

PPGpp ppGpp Acetyl-CoA
Fattyacid MMembrane
Transcriptional degradation
inhibition CrpeANP N
1s
:L Enzyme FadR, ppGpp _i :
inhibition
FadR —| Glycerok
1 Transcriptional . |— Fadr 3-phosphate
activation RpoS mmmlp FadB Enoyl-CoA, R RpoS e |
Crp-cAMP mmmp f_ 4 Crp-cAMF mj‘-_pp npj_np
FadD :
3-Hydroxyacyl-CoA Acyl-CoA €————  AyCoA € . Fatiyacd € o Fatyacid
FadR —] J=< I ' t
FadA dmmm RpoS . | . =
RpoS mmmp FadB
3-Ketoacyl-CoA dmmm Crp-cAMP
Acetyl-CoA

Figura 6. Regulacion del metabolismo de acidos grasos en E. coli. Las flechas verdes indican activacion
transcripcional, la flecha roja simple indica inhibicidn transcripcional y la flecha roja doble indica inhibicion
enzimatica. Abreviaciones: FAB — biosintesis de dcidos grasos, FAD — degradacion de acidos grasos, ppGpp
— guanosin-5-trifosfato- 3-difosfato, Crp-cAMP — complejo AMP ciclico con su receptor. Figuratomada de
JanBen y Steinbichel (2014).

Ademas, la situacidn energética de la célula esta acoplada al metabolismo de acidos grasos
mediante dos moléculas de sefializacion: el factor guanosin-5-trifosfato- 3-difosfato ((p)ppGpp)

y por el factor adenosin monofosfato ciclico (AMPc).

El (p)ppGpp es una molécula sintetizado por RelA o SpoT como respuesta a situaciones de
estrés de la célula como puede ser la ausencia de una fuente de carbono o de aminoacidos, la
limitacién de fosfato o hierro, o la inhibicion de la sintesis de acidos grasos (JanRen y Steinbiichel,
2014). La proteina SpoT sintetiza (p)ppGpp como respuesta a la deteccion de una reduccién o
inhibicién de la sintesis de acidos grasos. Se cree que SpoT interactua con las ACP, y detecta el
estado del metabolismo lipidico de la célula (Battesti y Bouveret, 2006). En caso de que la
sintesis de acidos grasos esté inhibida, se dispara un incremento de la sintesis de (p)ppGpp que
lleva a una inactivacién transcripcional sobre los genes de sintesis de acidos grasos (Janfen y

Steinbichel, 2014). Se ha observado que el incremento de (p)ppGpp disminuye la actividad
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enzimatica FabZ y PIsB, y reduce la transcripcion de los promotores fabH, plsB, accBCy fadR. En
contraste, el incremento de (p)ppGpp incrementa la transcripcion de fabA y fabB, asi como los
genes de degradacion de acidos grasos, fad; esto probablemente se deba al descenso de la
transcripcién del inhibidor FadR. Asimismo, se incrementa la transcripcién de cpa, la enzima
encargada de la sintesis de derivados ciclicos de acidos grasos, y de ybhO, responsable de la
sintesis de cardiolipina. Todos estos procesos se observan tipicamente durante el inicio de la
fase estacionaria. Por ello, se cree que esta mediacidon de (p)ppGpp se realiza mediante la
activacion de la expresion del factor sigma RpoS, expresado durante la entrada en fase

estacionaria o en situaciones de estrés celular (Battesti et al., 2011).

En el caso de la segunda molecula de sefializacion, el AMPc, se sintetiza a partir de ATP en
ausencia de glucosa y se une al receptor CRP, de forma que se convierte en un factor de
expresion activado en condiciones energéticas desfavorables para la célula (Shimizu, 2013). El
complejo CRP-cAMP induce la expresidn de los genes de degradacidn de acidos grasos, asi como
induce la expresidon del transportador de membrana de acidos grasos FadL en condiciones de
carencia de fuente de carbono. Asimismo, reprime la expresion del factor FadR con el objetivo
de levantar completamente la represion sobre la B-oxidacidn e inhibe la sintesis de acidos grasos

(Feng y Cronan, 2012).

1.2.4. Sintesis de LC-PUFA

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) son sintetizados mediante dos
vias distintas: la elongacidn de acidos grasos existentes, o la produccién de novo por sintasas de

LC-PUFA.

La ruta aerobia se encuentra en animales, plantas, algas y cianobacterias, quienes utilizan la
via llamada aerobia. Esta ruta metabdlica (Figura 7) consiste en una serie de reacciones
consecutivas de desaturacién dependiente de oxigeno y elongacion del acido estedrico (C18:0)
qgue dan lugar a los distintos LC-PUFAS de la serie w-3 (ALA, EPA y DHA) o de la serie w-6 (LA y
AA). En el caso de cianobacterias, algas y plantas, llevan a cabo tres desaturaciones en serie (A°,
A2, y AY), siendo el ALA el producto final de la ruta. En animales superiores, la sintesis se inicia
a partir de 4acido linoleico (ruta w-6) o a-linolénico (w-3) procedentes de la dieta, dado que
carecen de las desaturasas A y A, Las desaturasas A®y A%, asi como la elongasa/®, pueden
actuar en sustratos w-6 u w-3, dando lugar a AA y EPA respectivamente. El DHA se sintetiza a

partir de EPA mediante la elongasa A® y la desaturasa A* (Napier, 2002).
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Figura 7. Ruta aerobia de sintesis de LC-PUFAS descrita en cianobacterias, algas y plantas (verde) y
animales (azul). La nomenclatura de los acidos grasos describe el nimero de carbonos, el nimero de
insaturaciones y la posicién de la insaturacién desde el extremo omega. La nomenclatura de las enzimas
A se refiere a la posicién del carbono que modifica la enzima contando desde el carboxilo terminal.
Adaptado de Napier (2002).

Sin embargo, se ha descrito que esta ruta es poco activa en algunos animales como humanos

(Brenna et al., 2009) o peces carnivoros (Watters et al., 2012), por lo que es recomendable la

ingesta de especies de LC-PUFA de cadena mas larga, como DHA o EPA.

Recientemente, se ha identificado y caracterizado una segunda ruta, llamada anaerobia o
de novo, que se encuentra en los traustoquitridos y las y-proteobacterias marinas. Esta ruta
metabdlica estd catalizada por FAS tipo | llamadas LC-PUFA sintasa (Pfa). El complejo Pfa se ha
descrito como un sistema de sintesis de acidos grasos secundario, responsable tanto de la
sintesis de LC-PUFA como de otros glicolipidos o cadenas alquilicas de lipidos fendlicos, y esta
ampliamente distribuido en 45 géneros pertenecientes a 10 filos taxonémicos distintos. Estos
complejos Pfa estan codificados por un cluster poligénico cuya distribucion de dominios esta
altamente conservada. Shulse y Allen (2011) describen que los distintos dominios de los
clusteres pfa presentan un alto nivel de homologia entre especies filogenéticamente muy
distantes. En su publicacién clasifican 86 clusteres en 20 grupos segun (i) el niumero y
organizacién de los dominios, (ii) el analisis filogenético de los dominios enzimaticos, v iii) el

producto final de la via enzimatica. La amplia distribucion de las especies taxondmicas
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identificadas, asi como la ausencia de genes ortélogos en especies cercanas, sugiere que los
clusteres pfa se pueden haber diseminado mediante transferencia horizontal, y se han
mantenido debido a ventajas adaptativas. Adicionalmente, estudios evolutivos sostienen que
los complejos Pfa han derivado de las sintasas de acidos grasos bacterianas y de las PKS iterativas
mediante multiples eventos genéticos, como duplicaciones y pérdidas de genes (Jenke-Kodama

et al., 2005).

Por ello, varios autores sugieren que la ruta biosintética de las Pfa es andloga a la ruta
descrita para la sintesis de acidos grasos mediante los sistemas FAS bacterianos y la sintesis de
policétidos de las PKS iterativas (Napier, 2002; Jenke-Kodama et al., 2005; Yoshida et al., 2016;
Santin y Moncalian, 2018). Esta ruta biosintética, al igual que las FAS y las PKS, consiste en tres
fases: iniciacion, elongacidn y finalizacién. De igual forma que en la sintesis de acidos grasos
descrita en el apartado anterior, la iniciacidn consiste en la activacion de los dominios ACP de la
proteina PfaA mediante la transferencia del grupo prostético PPT desde un CoA a la serina activa
de la ACP catalizada por el dominio PPTasa del propio sistema Pfa. Este paso de activacién es
esencial para la actividad de Pfa (Okuyama et al., 2007); sin embargo, se ha observado que, en
estudios de expresion heterdloga de sistemas Pfa en Escherichia coli, 1a actividad PPTasa de Pfa
puede ser sustituida por la enzima EntD (Sugihara et al., 2010). Ademas, al contrario que en los
sistemas FAS tipo Il, en todos los sistemas Pfa los grupos ACP se encuentran en un gran
polipéptido en forma de repeticiones en tdandem del dominio ACP, cuyo nimero varia en cada
organismo (Shulse y Allen, 2011). De hecho, se ha descrito que la capacidad de produccion de
LC-PUFA en cada organismo esta determinada por el nimero de repeticiones del dominio ACP (
Jiang et al., 2008; Hayashi et al., 2016). Por ejemplo, los traustoquitridos, que contienen un 30-
40% de LC-PUFA, tienen sistemas Pfa con 9 dominios ACP (Metz et al., 2009), mientras que M.
marina tiene, que contiene tan solo 5 dominios ACP, contiene un 5-10% de DHA segun las

condiciones de produccién (Kautharapu et al., 2013).

La fase de elongacion parte de un sustrato de cadena corta, acetil-CoA y malonil-CoA. El
acetil-CoA se utiliza como cebador, que se elonga en sucesivos ciclos mediante la condensacion
de unidades de malonil (Allemann y Allen, 2018; Metz et al., 2001). Estos sustratos son
incorporados a las proteinas portadoras de acilos (ACP) del polipéptido PfaA mediante una
aciltransferasa (AT) o una malonil aciltransferasa (MAT) respectivamente (Santin, 2017; Santiny
Moncalian, 2018). Durante el proceso de elongacién, la Pfa sintetiza una molécula completa de
un determinado LC-PUFA mediante un proceso iterativo analogo al de la sintesis de novo de
acidos grasos (Figura 8): el dominio KS afiade dos carbonos al malonil-ACP mediante una

reacciéon de condensacion de Claisen a la cadena de acido graso creciente; a continuacién, KR
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Figura 8. Anadlisis general de la ruta de sintesis de novo de LC-PUFA. Se indica cada enzima con distinto
color: fucsia - proteina transportadora de acilos (ACP), morado — cetosintasa (KS), azul- aciltransferasa,
verde — cetoreductasa (KR), rojo — dehidratasa (DH), negro — enoil reductasa (ER). Las lineas discontinuas
indican el inicio de un nuevo ciclo de elongacién. Adaptado de Santin y Moncalian (2018).

reduce el grupo cetdnico dando lugar a un grupo hidroxilo utilizando el cofactor NADPH como
donador de electrones; finalmente un dominio DH/I cataliza primero una deshidratacion del
grupo hidroxilo, generando un doble enlace A2 en posicidn trans en el acido graso creciente. En
funcién de la posicion y la geometria de este doble enlace puede sufrir dos modificaciones: una
reduccion a enlace sencillo mediante la ER con el gasto de una molécula de NADPH, o una
isomerizacidn a A2-cis o A3-cis mediante accidn de |la DH; este doble enlace se mantiene en la
cadena hasta el final de la sintesis (Napier, 2002; Shulse y Allen, 2011; Yoshida et al., 2016). Estas
reacciones se han inferido en base a los dominios funcionales identificados en los clisteres
génicos pfa similares a los dominios encontrados en sistemas FAS y PKS; por tanto, es necesario

confirmar esta hipdtesis con evidencias experimentales.

En este tipo de complejos enzimaticos, asi como en las PKS iterativas, la longitud del
producto final parece estar determinada por el dominio heterodimérico KS/CLF (chain length
factor), ausente en las sintasas FAS. En un primer ensayo, se observé que la mutacidn de
aminodcidos especificos en este dominio KS/CLF generaba moléculas con distinta longitud de
cadena en sistemas PKS (Tang et al., 2003). Se ha observado que el dominio KS/CLF contiene un
tunel hidrofébico donde se elonga la molécula creciente, que podria estar relacionado con la

longitud final de la cadena de carbonos, sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular.

La fase de finalizacion consiste en la liberacion del dcido graso unido al grupo prostético del
dominio ACP de PfaA. El mecanismo se desconoce, sin embargo, se han propuesto tres posibles
procesos de terminacion de la sintesis de LC-PUFA (Yoshida et al., 2016). El proceso mas habitual
en la sintesis de acidos grasos es la transferencia de un acido graso unido al dominio ACP a una
molécula de 1-acilglicerol-3-fosfato, dando lugar a acido fosfatidico. Esta reaccién de

transacilacion esta catalizada por la proteina 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa (AGPAT) y
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estd descrita en multitud de microorganismos, incluida E. coli como PIsC. Por tanto, la AGPAT

podria estar actuando sobre LC-PUFA unidos al dominio ACP de PfaA.

Por otro lado, la terminacidn de la sintesis de LC-PUFA podria estar mediada por una enzima
tioesterasa (TE). Estas enzimas liberan los acidos grasos unidos tanto a dominios ACP como a
grupos CoA, dando lugar a 4cidos grasos libres (FFA). Estos acidos grasos posteriormente se
activan mediante las acil-CoA sintetasas o acil-ACP sintasas, y posteriormente son incorporados
a los fosfolipidos por accion de AGPAT. M. marina MP-1 y Photobacterium profundum SS9
contienen genes que codifican enzimas TE aguas arriba del gen pfaA. Ensayos in vitro indican
qgue la TE de P. profundum tiene especificidad de sustrato por acidos grasos de cadena larga,
como el EPA; ademas, su sobreexpresion in vivo incrementa el contenido de acidos grasos
totales en la bacteria (Rodriguez-Guilbe et al., 2013). Por ultimo, se ha propuesto un tercer
mecanismo, en el que el propio complejo Pfa podria tener actividad TE. En concreto, Oyola-
Robles et al. (2014) publicaron que la delecidn de esta enzima no afecté a la producciéon de LC-
PUFA en P. profundum, y por ello, asumieron que la actividad TE debia estar contenida en el
propio complejo Pfa. En concreto, los autores proponen el dominio DH de PfaC como
responsable de esta actividad. La sobreexpresion de varios dominios DH de P. profundum SS9
en E. coliincremento los acidos grasos totales de la bacteria, mientras que la sobreexpresion de
la dehidratasa de E. coli, FabA, no tuvo dicho efecto sobre la produccidon de acidos grasos
(Yoshida et al., 2016). Previamente, se han descrito otras enzimas DH y TE de estructura similar
con una actividad dual dehidratasa-tioesterasa como se propone en este mecanismo (Dillon y
Bateman, 2004). En Schizochytrium sp. los LC-PUFA unidos a los dominios ACP del complejo Pfa
se liberan en forma de FFA. Los autores sostienen que esta actividad puede deberse a la accidn
de tioesterasas, componentes integrados en el complejo Pfa de Schizochytrium. Posteriormente,
estos FFA son activados por una ACS especifica de LC-PUFA, y utilizados para la sintesis de

fosfolipidos de membrana o de TAG (Metz et al., 2009).

1.2.5. Sintesis de EPA y DHA en bacterias marinas

En este trabajo, se ha utilizado la bacteria Moritella marina MP-1, previamente llamada
Vibrio marinus (Urakawa et al., 1998). Esta bacteria marina es psicrdfila y piezdfila, y produce
DHA mediante un sistema Pfa. M. marina contiene un clUster génico pfa (Morita et al., 2000). El
complejo proteico Pfa en M. marina esta codificado por 5 genes esenciales para la sintesis de
DHA (Figura 9 A): cuatro de ellos (pfaA, pfaB, pfaC, y pfaD) se localizaron por anadlisis de

homologia de secuencia con genes pfa de la bacteria productora de EPA Shewanella sp. (Morita
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et al., 2000), mientras que el gen pfaE se localizé afios después aguas arriba del cluster pfaABCD

(Orikasa et al., 2006).

El uso de bacterias nativas productoras de LC-PUFA como cepa industrial es complicado
debido a la dificultad de cultivo que presentan: en primer lugar, las condiciones ambientales en
las que habitan estas bacterias son dificiles de reproducir en laboratorio, y adicionalmente, la
ausencia de herramientas moleculares para la manipulacion de estas bacterias dificulta el
proceso de optimizacién. Por ello, se han desarrollado distintas estrategias en las que se han
clonado genes pfa en vectores de expresion y se han expresado en cepas mas adecuadas para
el cultivo a escala industrial como E. coli (Orikasa et al., 2009; Peng et al., 2016) o Lactococcus

lactis (Amiri-Jami et al., 2014).

Orikasa et al. (2006b) clonaron inicialmente los genes pfaABCD de M. marina en el pldasmido
llamado pDHA3, y lo expresaron junto con un plasmido pET21a con el gen pfaE de M. marina. Al
analizar el patréon de acidos grasos en fase exponencial media-tardia, observaron que la
temperatura éptima de sintesis de DHA era 15 °C, con un contenido en DHA entorno al 5%

respecto al total de acidos grasos, mientras que a 20 °C la concentracion se reducia al 1%, y no
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Figura 9. Cluster pfa de Moritella marina MP-1. A) Distribucién de los dominios enzimaticos en los genes
pfa. Abrev.: PPTasa — fosfopanteteinil transferasa, KS- cetosintasa, MAT — malonil aciltransferasa, ACP —
proteina portadora de acilos, KR — cetoreductasa, AT — aciltransferasa, CLF — chain lenght factor, DH/| —
dehidratasa/isomerasa, ER — enoil reductasa. Adaptado de Shulse y Allen (2011). B) Esquema del plasmido
de expresion pDHA4 con los 5 genes pfa y ORFs adyacentes (Orikasa et al., 2009). Abrev.: CmR — cassette
de resistencia a cloranfenicol. C) Produccién heterdloga de los genes de M. marina clonados en pDHA3
(pfaABCD) y pET21c:pfaE en E. coli DH5a a distintas temperaturas de cultivo. Tomado de Orikasa et al.
(2006b).
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se detectaba 25 °C (Figura 9C). Estos datos concuerdan con el patrén de sintesis de DHA en la

bacteria nativa (Kautharapu et al., 2013).

Posteriormente, Orikasa et al. (2009) clonaron los cinco genes de M. marina, pfaABCDE, en
un mismo vector de expresién llamado pDHA4 (Figura 9B). La expresidon heterdloga de este
vector en la cepa de E. coli DH5a a 15 °C produjo un 4% de DHA respecto al total de acidos grasos
cuando se analizo a las 96h de cultivo. En el mismo trabajo, describieron que el intercambio del
gen pfaB por el de la bacteria productora de EPA Shewanella pneumatophori, daba lugar a un

cambio en el producto final de DHA a EPA.

Adicionalmente se ha descrito el efecto del antibidtico cerulenina sobre la produccién de
LC-PUFA mediante la ruta de novo. La cerulenina, o epoxidodecadienamida (nimero CAS: 17397-
89-6), es un antibidtico antifungico producido por el hongo Cephalosporium caerulens (Figura
10A). Este compuesto se une covalentemente a la cisteina catalitica (Cys163) del centro activo
formado por la triada His-His-Cys de los dominios KS de FabB y FabF (Figura 10B).
Adicionalmente, la cadena de acilo de la molécula de cerulenina se dispone a lo largo de un
bolsillo hidrofébico de la propia KS en el que queda protegida. Como ya se ha explicado
previamente, FabB y FabF son las KS encargadas iniciar los ciclos de elongacidn de acidos grasos
mediante la adicidon de dos carbonos a la cadena de acilo creciente situado en el bolsillo
hidrofébico. Por tanto, la unidn de la cerulenina al centro catalitico impide que se elonguen los

acidos grasos (Moche et al., 1999; Price et al., 2001).

Sin embargo, la tercera KS de E. coli, FabH, responsable de la condensacidn inicial de acetil-
CoA y malonil-ACP, no es inhibida por la cerulenina. Esta diferencia se debe a que el centro
catalitico de FabH esta compuesto por la triada His-Asn-Cys (Davies et al., 2000), en lugar de His-
His-Cys de FabB y FabF. Ademas, la enzima FabH carece del bolsillo hidrofdbico descrito en FabB
y FabF. Ambas caracteristicas diferenciales de la estructura de FabH son importantes para

explicar la diferencia de inhibicién por cerulenina. En primer lugar, la segunda histidina de la

Figura 10. Estructura de la cerulenina y su efecto sobre las cetosintasas | y Il (PfaB y PfaF). A) Estructura
molecular de la cerulenina. B) Unidn covalente de la cerulenina (cian) al aminoacido catalitico (Cys163,
rojo) localizado en el canal hidrofébico de la cetosintasa Il (FabF, verde) de E. coli (PDB: 1B3N; Moche
et al., 1999).
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triada de FabB y FabF ayuda a estabilizar la cadena de acilo creciente mediante puentes de
hidrégeno, y en segundo lugar, la presencia del bolsillo hidrofébico necesaria para cadenas de
acilo largas parece determinante para proteger la cadena de acilo de la cerulenina (Price et al.,
2001). Por tanto, la cerulenina es capaz de inhibir a FabB y FabF por un mecanismo de
mimetismo de la estructura de un acido graso de cadena larga, mientras que no es capaz de
inhibir FabH porque esta enzima ha evolucionado para albergar en su centro activo cadenas de

acilo cortas.

La inhibicién de la actividad FabB y FabF supone una reduccién de la elongacién de los acidos
grasos, y por ello, una reduccion en la proporcién de acidos grasos de cadena media y larga y un
incremento en los de cadena corta (Moche et al., 1999; Price et al., 2001). Asimismo, la inhibicién
de actividad FAS disminuye el consumo de sustrato, malonil-CoA, que se acumula en el
citoplasma, incrementa incluso en 50 veces su concentracién, y por tanto, queda disponible para
otras rutas biosintéticas nativas o heterdlogas (van Summeren-Wesenhagen y Marienhagen,

2015).

Por tanto, en organismos que poseen dos sistemas de sintesis de acidos grasos, FAS y Pfa, el
malonil-CoA acumulado como consecuencia de la inhibicion del sistema FAS se utiliza por la Pfa
para la sintesis de LC-PUFA, puesto que el dominio KS de este sistema no es inhibido por la
cerulenina (Figura 10C). El uso de este antibiético para mejorar la produccién de LC-PUFA se ha
probado en C. psycherythraea (Wan et al., 2016), Thraustrochytrium sp. (Hauvermale et al.,
2006), M. marina MP-1 y S.marinistestina IK-1 (Morita et al., 2005). También se ha testado en
sistemas Pfa heterdlogos de M. marina y C. psycherythraea expresados en E. coli (Orikasa et al.,

2009; Peng et al., 2016).
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1.3. Acumulacion de lipidos en células bacterianas

Los acidos grasos producidos por las acido graso sintasas, tanto FAS como Pfa, tienen
distintos destinos en funcidn del tipo de organismo. En general, se pueden encontrar en la célula
como parte los de fosfolipidos de membrana, formando gotas lipidicas en forma de

triacilglicéridos, o de forma libre en el citoplasma celular (Figura 11).

1.3.1. Fosfolipidos

El principal destino de los acidos grasos en la célula es la formacién de fosfolipidos, principal
constituyente de la membrana celular. En E. coli existen tres grandes tipos de fosfolipidos:
fosfatidil glicerol, fosfatidi letanolamina y cardiolipina. Los fosfatidilgliceroles son el
componente mayoritario de las membranas en E. coli. Estan compuestos por una molécula de

glicerol-3-fosfato esterificado con dos acidos grasos. El primer paso en la sintesis de fosfolipidos
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Figura 11. Acumulacién de lipidos en células bacterianas. Los acidos grasos producidos en las Sintasas de
acidos grasos (FAS o Pfa), se utilizan principalmente para formar fosfolipidos de membrana (acido
fosfatidico), bien por accién directa de la enzima AGPAT, o PIsC en E. coli, o bien son liberados
previamente de su unidn ester a los dominios portadores de acilos (ACP) mediante la accidn de tioestersas
(TE/DH). Algunas bacterias son capaces de liberar el exceso de dcidos grasos libres (FFA) al periplasma
celular mediante mecanismos de difusién o bombas de secrecién. Otras bacterias, las oleaginosas, son
capaces de acumular acidos grasos en forma de triglicéridos en una ruta en la que interviene la
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT).
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es la acilacién de un grupo glicerol-3-fosfato (Figura 12). La ruta mas habitual catalizada por las
proteinas PIsX y PIsY, enzimas que reconocen los acidos grasos unidos a ACP, y catalizan sintesis
de acilglicerol-3-fosfato o acido lisofosfatidico. Alternativamente PIsB, cataliza la transacilacion
de moléculas acil-CoA o acil-ACP a una molecula de glicerol fosfato para dar lugar a este mismo
producto. Posteriormente PIsC, una transacilasa de membrana introduce un segundo grupo
acilo sobre el acido lisofosfatidico para dar diacilglicerol-3-fosfato o acido fosfatidico. Este
compuesto es el sustrato comun para la sintesis de todos los fosfolipidos, los cuales difieren en
los grupos polares unidos al grupo fosfato de esta molécula. Asi, se forma un intermediario
mediante la unién de un grupo citosin trifosfato (CTP), grupo que posteriormente se sustituye
por un grupo neutro en el caso de fosfatidil etanolamina, o por un grupo acidico en el caso del

fosfatidil inositol y la cardiolipina (Dowhan, 1997; Zhang y Rock, 2008)
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Figura 12. Ruta biosintética de los fosfolipidos de membrana en E. coli. En la ruta de Kennedy, dos
aciltransferasas (PIsB, PIsC) catalizan la transesterificacién de dos 4cidos grasos sobre una molécula
de glicerol-3-fosfato. En una segunda via, PIsX sustituye el grupo ACP o CoA por un grupo fosfato, y
posteriormente, PIsY transesterifica el acil-fosfato sobre un glicerol-3-fosfato. La transacilasa PlsC
forma el acido fosfatidico, precursor de los principales fosfolipidos de membrana. El 4cido fosfatido
se modifica afiadiendo una cabeza polar de tipo neutro para dar fosfatidil etanolamina o acidica para
dar lugar a fosfatidil glicerol y cardiolipina.
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Estos fosfolipidos participan en la homeostasis de membrana y son determinantes en la
topologia de las proteinas ancladas. De hecho, alteraciones en la composicion de los distintos
fosfolipidos da lugar a defectos en el transporte de solutos y electrones, asi como en la iniciacién
de la replicacion de ADN vy divisidn celular (Xie et al., 2006; Zhang et al., 2005). Recientemente
se ha descrito que la cardiolipina, a pesar de ser el fosfolipido menos abundante, es esencial en
la formacion de estructuras membranosas no lamelares en el citoplasma celular (Carranza et al.,

2017).

Los fosfolipidos de membrana ademas participan en rutas de biosintesis de otras moléculas
estructurales. El fosfatidil-glicerol transfiere la cabeza polar, el glicerol-1-fosfato, a los
oligosacaridos derivados de la membrana (MDO), los cuales tienen un importante papel en la
homeostasis en el espacio periplasmico (Kennedy, 1982). Los residuos de esta actividad son
moléculas de diacilglicerol (DAG), las cuales se reciclan por conversidn a acido fosfatidico
mediante la accidn de la kinasa de lipidos DgkA (Raetz y Newman, 1979). En el caso de la
fosfatidil-etanolamina, se utiliza el 4cido graso de la posicidon 1 en la acilacidon postraduccional
de lipoproteinas (Zhang y Rock, 2008). El residuo, de igual forma que el DAG, se recicla para
volver a formar nuevos fosfolipidos. En este caso, se vuelve a introducir un nuevo grupo acilo en

la posicion mediante la accidn de la aciltransferasa Aas (Jackowski et al., 1994).

1.3.2. Acidos grasos libres

Los acidos grasos libres (FFA) son otra de las formas en las que se encuentran los acidos
grasos en las células. Los FFA que se acumulan en el citoplasma proceden principalmente del
exterior de la célula transportadas a través de FadlL, o como producto de degradacién de la
membrana catalizado por fosfatasas. Una pequeia porcién procede de la ruptura del enlace
tioéster entre el acido graso y las ACP, o en menor medida con el CoA, en una reaccidén
enzimatica catalizada por tioresterasas. Estos FFA suelen acumularse en la fase exponencial
tardia hasta la fase estacionaria (Cho y Cronan, 1995). E. coli contiene una tioesterasa
periplasmica, TesA, encargada de liberar acidos grasos que son transportados al interior de la
célula a través del transportador de membrana FadL (Cho y Cronan, 1995). Diversos estudios
sobre produccién de biodiesel en E. coli, utilizan una variante de la proteina TesA, a la cual se ha
eliminado la sefial de secrecion de la proteina TesA con el objetivo de cambiar la localizacion de
la proteina al citoplasma (‘TesA). De esta forma, ‘TesA utiliza como sustrato los acidos grasos
sintetizados por la FAS en el citoplasma, que son liberados de las ACP en lugar de destinarse a
formar parte de los fosfolipidos de membrana (Cho y Cronan, 1995; Shin et al., 2016). La
sobreexpresion de ‘TesA en E. coli da lugar a un incremento del nivel de FFA de entre 12 y 35

veces respecto a la cepa control (JanfBen y Steinblichel, 2014).
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Sin embargo, el exceso de FFA en el citoplasma puede dar lugar a efectos toxicos (Lennen et
al., 2011; Royce et al., 2013). Este exceso de FFA intracelulares generalmente se secretan al
periplasma, mediante un mecanismo de difusién en el caso de FFA de cadena corta o media
(Maloy et al., 1981; Meng et al., 2013), o mediante un sistema de secrecién basado en proteinas

de membrana AcrAB-TolC en los FFA de cadena larga (Lennen et al., 2013).

Explotando este efecto, algunos estudios orientados a la sobreproduccién de acidos grasos,
han utilizado la insercidn o modificacidén de tioesterasas citoplasmaticas que han dado lugar a
un incremento en la sintesis y secrecion de FFA, no solo en E. coli (Elbahloult y Steinbiichel, 2010;
Liu et al., 2012), también en otros organismos de interés industrial como la levadura oleaginosa
Yarrowia lypolitica (Ledesma-Amaro et al., 2016) o la cianobacteria Synechococcus sp. PCC 7002
(Ruffing, 2014). Curiosamente, los sistemas PKS de microorganismos terrestres contienen un
dominio TE en la propia sintasa que libera los productos finales de la ruta, mientras que en la
mayoria de sistemas Pfa estd ausente (Shulse y Allen, 2011). Sin embargo, Photobacterium
profundum contiene una proteina con actividad tioesterasa codificada por el ORF6, aguas arriba
de los genes pfaABC responsables de la produccion de EPA en la bacteria (Rodriguez-Guilbe et

al., 2013).

1.3.3. Triacilglicéridos

En procariotas oleaginosos, la acumulacién de acidos grasos se realiza en forma de
triacilglicéridos (TAG) o aceites. La reaccidn esta catalizada por una enzima dual con actividad
éster sintasa de ceras/acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa (WS/DGAT) (Figura 13). Esta enzima
cataliza la transferencia de un dacido graso activado, acil-CoA, a un alcohol graso o un
diacilglicerol para dar lugar a ceras o TAG, respectivamente. Los traustoquitridos,
microorganismos destacados por ser capaces de producir un 30-40% de DHA a 25-30 °C,
acumulan tanto LC-PUFA como otros acidos grasos en forma de TAG, es decir, poseen una DGAT
capaz de utilizar DHA y otros LC-PUFA como sustrato (Metz et al., 2009). En estos organismos,

la proporcion celular de lipidos puede alcanzar el 50% de la masa total (Raghukumar, 2008).

o] o]
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o’ ~~~~gr = PAP = \ o~ ~_~p "DGAT= }_ofgwn

PO, L_on Lo g
Diacilglicerol-3-fosfato Diacilglicerol Triacilglicerol

Figura 13. Ruta de biosintesis de triacilglicéridos a partir de acido fosfatidico o diacilglerol-3-fosfato
mediante la accidon de la acido fosfatidico fosfatasa (PAP) y la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT).
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Algunos estudios orientados a la mejora de la produccion de LC-PUFA han utilizado esta
estrategia con el objetivo de incrementar el nivel de DHA o EPA. Xie et al. (2015) describen el
uso de la levadura oleaginosa Y.lipolytica como chasis metabdlico en el que introducen los genes
desaturasa y elongasa necesarios para la sintesis de EPA, de forma que se acumula hasta un 30%

de TAG enriquecidos en EPA.

Respecto a bacterias no oleaginosas, se ha conseguido acumular TAG en el citoplasma de la
cepa de E. coli C41 mediante la expresion heterdloga de la WS/DGAT de la bacteria termdfila
Thermomonospora curvata (tDGAT) a temperaturas superiores a 25 °C (Lazaro et al., 2017;
Moncalian et al., patente no. W02014/049180). En este mismo sistema de produccién de TAG,
Lazaro (2016) describe la expresién heterdloga de la tDGAT junto con el sistema Pfa de M.
marina en la cepa de E. coli C41, sin embargo, no consiguié detectar DHA en los TAG producidos

a21,5°C
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2.3. Motivacion

El 4cido docosahexaenoico es un compuesto de alto interés nutricional y farmacolégico. Su
produccién a partir de aceite de pescado hasta la fecha presenta muchas desventajas, mientras
que la sintesis en traustoquitridos debido a su proteccién industrial supone un monopolio que

evita la competencia con otros productos.

En este proyecto se plantea desarrollar un sistema de sintesis alternativo a las fuentes de
produccidn actuales. Para ello, se planted utilizar el complejo proteico Pfa de la bacteria marina
Moritella marina, cuya similitud de secuencia con el complejo de traustoquitridos es inferior al
80%. Debido a la complejidad de su cultivo en condiciones de laboratorio y a gran escala, se
decidio expresar las proteinas en una cepa de E. coli, cuya utilizacidn industrial esta optimizada
y muy extendida, debido a que las herramientas moleculares de las que se dispone son muy

amplias.

2.4. Objetivo

El principal objetivo de este trabajo es mejorar la produccidn de DHA mediante la caracterizacion
del funcionamiento molecular del sistema Pfa de M. marina cuando se expresa heterélogamente
en E. coli. De esta forma se pretende encontrar las condiciones mas adecuadas para utilizar este

sistema para un posterior escalado industrial.

2.5. Subobjetivos

Para abordar este amplio objetivo, se han planteado cuatro subobjetivos que permitan abordar

y optimizar el sistema desde distintos puntos de vista:

0 Mejorar la sintesis de DHA mediante la caracterizacién de distintos aspectos
moleculares del complejo Pfa.

O Mejorar la produccién de biomasa bacteriana en las condiciones dptimas de sintesis de
DHA.

0 Desarrollar una estrategia de acumulacién o secrecién de DHA que permita producir una
mayor cantidad del acido graso, asi como protegerlo de los procesos anabdlicos de la
célula.

0 Desarrollar una estrategia de evolucion de la cepa optimizada que permita seleccionar

mutantes con una mayor capacidad de sintetizar DHA.
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3.3. Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de E.coli utilizadas en este trabajo.

Nombre Caracteristicas

F-, endAl, ginV44, thi-1, recAl, relAl,
gyrA96, deoR, nupG, ®80dlacZAM15,
DH5a A(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (rK- (Grant etal., 1950)
mK+), A— [NxR]

Origen

F-, A(araD-araB)567,
Alacz4787(::rrB-3), A-, , rph-1,
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 A(araH-
araF)570(::FRT), AaraEp-532::FRT,
¢Pcp8araE535

BW27783 (Khlebnikov et al., 2001)

F-, A(araD-araB)567,
Alacz4787(::rrB-3), A-, , rph-1,
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

BW25113 (Datsenko y Wanner, 2000)

Conjunto de cepas portadoras de
mutaciones en marco de un Unico gen
derivadas de BW25113.

Coleccion KEIO (Baba et al., 2006)

F~ ompT, gal, dcm, lon, hsdSg(rsms™),
ADES3 [lacl lacUV5- .
BL21 (DE3) T7007 ind1 sam7 nin51), [malB (Studier y Moffatt, 1986)
12(A9)

Genoma reducido de MG1655.

MDS42 AfhuACDB, AendA. Delecion de 699 (Posfai et al., 2006)
genes adicionales.
Cepa derivada de BL21. Contiene los Agilent technologies
BL21 Arctic express genes Cpn60y Cpnl0 de Oleispira
antdretica (Ferrer et al., 2003)

3.4. Plasmidos

3.4.1. Plasmidos publicados

En este trabajo se han utilizado los plasmidos detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos publicados previamente utilizados en este trabajo

Nombre Inserto Promotor/inductor | Replicon | Fenotipo Referencia
Promotores
pDHA4 Cluster génico pfa nativos de M. p15A CmR (Orikasa et al., 2009)
marina
pBAD33 - pBAD/arabinosa P15A CmR (Guzman et al., 1995)
pBtDGAT tDGAT pBAD/ arabinosa p15A CmR (Villa Torrecilla, 2012)
PET29c-pfaC pfaC T7/IPTG pBR322 KnR (Santin, 2017)
PET29c-pfaD pfaD T7/IPTG pBR322 KnR

(Santin, 2017)
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3.4.2. Plasmidos construidos
Los pldsmidos construidos durante el desarrollo de este trabajo se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos construidos para este trabajo mediante clonacion de enzimas de restriccion (ER) o por
ensamblaje isotérmico (El).

Insert Promotor Tamaiio O.r |ge.n . Cassette ..
Nombre o Inductor (Kpb replicacion .. Construccion
pb) o R seleccion
(N° copias)
Construido por El. Oligos 1y 2 para
amplificar el vector pBtDGAT (tabla);
pLGR1  tDGAT pBAD/Ara 7,3 ‘11150A ApR oligos 3 y 4 para amplificar el gen de
(*10) resistencia a ampicilina del vector
pET3a.
Construido por ER. Gen pfaE
pBR322 amplificado con los oligos 5 y 6;
PLGR2 pfak T7/1PTG > (~15-20) Ap* clonado mediante enzimas de
restriccion BamH| y Ndel
Construido por El. Oligos 9y 10 para
p15A amplificar pfaA y pfaB de pDHA4;
PLGR3 pfahB PBAD/Ara 16,1 (~10) Cm?® oligos 7 y 8 para abrir el vector
pBAD33.
Construido por El. Oligos 11y 12 para
pLGR4 pfaC pBAD/Ara 11,3 p~1150A CmR amplificar pfaC de pDHA4; oligos 7y 8
(*10) para abrir el vector pBAD33.
Construido por El. Oligos 13 y 14 para
amplificar pfaD de pDHA4; oligos 15y
PLGR5 pfaDE pBAD/Ara 7,8 F:‘IISOA CmR 16 para amplificar pfaE de pLGR2;
(*10) oligos 7 y 8 para abrir el vector
pBAD33.
Construido por El. Oligos 20y 21 para
pfaCD p15A amplificar pfaC + promotor de pLGR4;
PLGR8 E PBAD/Ara 14,0 (~10) Cm? oligos 18 y 19 para abrir el vector
pLGRS. Sin terminadores intermedios.
pfaA Cons'Fr.uido por El. Oligos 9y %2 Para
pLGR9 HisTag pBAD/Ara 13,3 p15A Crmi ampl|f|car_ pfaA de pL§R3 y afiadir la
Cterm (~10) cola de histidinas; oligos 7 y 8 para
abrir el vector pLGR3.
pfah Const.rL.Jido por El. Oligos 23 y~24 F)ara
pLGR10  HisTag pBAD/Ara 13,3 p15A Crmi ampl|f|car p.fa.A de pI..GR9 y afiadir la
Nterm (~10) cola de histidinas; oligos 7 y 25 para
abrir el vector pLGR9.
Construido por El. Oligos 17 y 26 para
pfaAB p15A amplificar pfaCDE + promotor de
PLGR13 CDE PBAD/Ara 24,9 (~10) Cm? pLGRS; oligos 18 y 27 para abrir el
vector pLGR3.
Construido por El. Oligos 28 y 29 para
pSC101 amplificar el ORF7 (tioesterasa) de
PLGR12  ORF7 pANt/- 43 (~5) Knf pDHA4; oligos 30 y 31 para abrir el
vector pUAG6.
Construido por ER. Se extrae el ORF7
pLGR14 ORF7 pBAD/Ara 5,7 p~1150A CmR de pLGR12 y se clona en pBAD33
(~10) usando BamHlI y Pstl.
Construido por El. Oligos 1y 2 para
p15A amplificar el vector pLGR14; oligos 3y
PLGR15 ORF7 PBAD/Ara 29 (~10) A" 4 para amplificar el gen de resistencia a

ampicilina del vector pET3a.
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3.5. Oligonucleodtidos

A continuacion, se detallan los oligonucledtidos utilizados durante el desarrollo de este

trabajo segln su finalidad: construccion de plasmidos (Tabla 4), comprobaciéon por PCR vy

secuenciacién Sanger, y cuantificacién de la expresion por RT-gPCR (Tabla 5).

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la construccidn de los plasmidos recogidos en la Tabla 3.

N° oligo

1

O 0 N o U A~ W N

N N N N R B R B R R R @
W N B O O oo 1l A W N R O

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Nombre
pBAD_CmDEL_F
pBAD_CmDEL_R
pBAD_AmpINS_F
pBAD_AmpINS_R
pfaE_Ndel_F:
pfaE_BamHI_R:
MMclon_pBAD_F
MMclon_pBAD_R
MMclon_1_pfaAB_F
MMclon_1_pfaAB_R
MMclon_2_pfaC_F
MMclon_2_pfaC_R
MMclon_3_pfaDE1_F
MMclon_3_pfaDE1_F
MMclon_4_pfaDE2_F
MMclon_4_pfaDE2_R
MMclon2 _F
MMclon2_R
MMclon3_3F
MMclon3_2F
MMclon3_2R
pfaA_HisTag_R
pfaA_HT-Nterm_F
pfaA_HT-Nterm_R
pBAD_HT-Nterm_F
pLGR13_CDE_R
pLGR13_pfaEpfaA
ORF7-pUA_F
ORF7-pUA_R
pUA66_R

pUAG6_F

Secuencia (5’>3’)
AGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGA
GCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGC
TCAGGCGTAGCACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACC
ATTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGC

AAAAACATATGTACAGCGGCG

AAAAAAGGATCCCTATTTAGCGTC

GGCTG GGCGGATGA

GCTAGCCCAAAAAAACGGGT

ACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGCAATAACGCAATGGC

GTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCCTATTTGTTCGTGTTTGCTATATGGC

ACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTITGGGCTAGCAGGAGATATACATATGGAAAATATTGC

GTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCTTACGCTTCAACAATACTTAAAACG

ACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTITGGGCTAGCAGGAGATATACATATGTCGAGTTTAGG

AGCTTATCTTTTACGCCGCTGTACATATGTATATCTCCTTTTAATCACTCGTACGATAACTTGC

CTTAAGTACAGAATTGGCAAGTTATCGTACGAGTGATTAAAAGGAGATATACATATGTACAGCGG

GTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCCCCTATTTAGCGTCAGGTTTAA

TCATTTTGCGCTTCAGCCAT

TCTGAATGGCGGGAGTATGA

TGAAGTTAAAAACATCGTTTTAAGTATTGTTGAAGCGTAACGGCAGAAAAGTCCACATTG

AACCTTTCATTCCCAGCGG

TTACGCTTCAACAATACTTAAAACGATG

ATCCGCCAAAACAGCCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGACATATCGTTCAAAATGTCACTGA

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCATAGCAGCGGCATGGCTAAAAAGAACACCACATCG

GTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCAAAACAGCCCTATGACATATCGTTCAAAATGTCACTG

CATGCCGCTGCTATGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCATTGCGTTATTGCTCCTGCTAG

ACAGCCCTATTTAGCGTCAGGTT

ACCTGAGACTAATTTTAAACCTGACGCTAAATAGGGCTGTCGGCAGAAAAGTCCACATTG

CCAACGGATCCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATACATATGACAAAGATATACCATCATCC

ATGCCTCTAGAGCTTGCATGCCTGCAGGTCTGGACATTTATTCACTAACCATTGCAGCTAAC

ATGTATATCTCCTTCTTAAATCTAG

TAAATGTCCAGACCTGC

Los nucledtidos en negrita indican las colas de homologia necesarias para la clonacion por ensamblaje isotermo; los
nucleétidos subrayados indican las dianas de restriccidn para la clonacién por enzimas de restriccién.
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Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en ensayos de PCR cuantitativa, comprobacién por PCR y

secuenciacién Sanger.

Nombre Secuencia (5’>3’) Descripcion Referencia
RG_cysG_F TTGTCGGCGGTGGTGATGTC Gen referencia RT-qPCR
(RG?'. (zZhou et al., 2011)
RG_cysG_R ATGCGGTGAACTGTGGAATAAACG Uroporfirin 1l
C-metiltransferasa
RG_CmR_F GCAAGATGTGGCGTGTTACGG RG. Codifica la proteina
Cloranfenicol acil Este trabajo
RG_CmR_R GAAACTCACCCAGGGATTGGC transferasa
TG_pfaA_F ACGTTATTGCTGGTCGTATCGC Gen diana RT-gPCR (TG).
Oligo interno pfaA M. Este trabajo
TG_pfaA_R TCAAGTAAGTCTGAGATCGCCATT maring
TG_pfaB_F CAATCGGGCGTAAATGCTC TG. Oligo interno pfaB M. .
. Este trabajo
TG_pfaB_R AACAAACCAACCTGCTCTGC marina
TG_pfaC_F GGTCAGATCCCTTGGTCTGTTGC TG, Oligo interno PfaC M. : bai
: ste trabajo
TG_pfaC_R ACGTTCGCCTTTCGCTTGG marina )
TG_pfaD_F GGTCTAGTGCCTGATGCGGTTGA  TG. Oligo interno PfaD M. : bai
: ste trabajo
TG_pfaD_R GCTCTAATGCTTCTTCTGCTGGTGC marina )
TG_pfaE_F TCGATAAACCCAAGCCCCAT TG. Oligo interno PfaE M. : bai
. ste trabajo
TG_pfaE_R CTCAACCCACTGCACAACAA marina )
TG_pfaAB_F GTGACAACGGCTTGGACTGTG TG. Zona intergénica
entre pfaAy pfaB de Este trabajo
TG_pfaAB_R TACATCAGCAATCAGCAACACCGC bDHA4
TG_pfaBC_F CCGATTCCACAACGCAGCAAA TG. Zona intergénica
entre pfaBy pfaC de Este trabajo
TG_pfaBC_R TTCGTAACATAAAGCCCCCATTGATT pDHA4
TG_pfaCD_F GTGGTTGAAGGCGGTGGTAAAGC TG. Zona intergénica
entre pfaCy pfaD de Este trabajo
TG_pfaCD_R TCCAAGCCCAGTTAATTGCGTTGT pDHA4
17 TAATACGACTCACTATAGGG Oligo. universal
promotor T7
pT7 GCTAGTTATTGCTCAGCGG Oligo. universal
terminador T7
mm_pfaE_F GATAGCGAATCCCCCACTCC Oligo. interno pfak M. (Lazaro, 2016)
marina
mm_pfaE_R ACAGCCAATGACGCCAAAT Oligo. interno pfak M. (Lazaro, 2016)
marina
Rk1 AGCCGAATAGCCTCTCCACCCA Resistencia Kanamicina (Datsenko y Wanner, 2000)
Fk2 CATCTCACCTTGCTCCTGCCGA Resistencia Kanamicina (Datsenko y Wanner, 2000)
Rk3 CAAGAAGGCGATAGAAGGCGATG Resistencia Kanamicina (Datsenko y Wanner, 2000)
MMclon_SEQ TGCTGCACCCAACTGATCTTCA Gen araC de pBAD33 Este trabajo
MMclon_SEQext GGAATAAGGGCGACACGG Gen araC de pBAD33 Este trabajo
promotor pBAD en
pBADseq CGTCACACTTTGCTATGCCA pBAD33
pBAD2 TCTCATCCGCCAAAACAGC terminador en pBAD33 Este trabajo
FabHS GCTACAAAAGAGCCTGACGAGG Gen fabH en E. coli Este trabajo
fabHE CAATCACACCAGCGCAAACCAG Gen fabH en E. coli Este trabajo
337F GACTCCTACGGGAGGC Oligo universal ARN
ribosomal 16S
1100R GGGTTGCGCTCGTTG Oligo universal ARN

ribosomal 16S
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3.6. Técnicas microbioldgicas

3.6.1. Medios de cultivo para el crecimiento de E. coli

Para el cultivo de E. coli se utilizé medio Luria-Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, Pronadisa) (Sambrook, Fritsch, y Maniatis, 1989), suplementado con
1,5% (p/v) de agar bacterioldgico para medio sélido. En medios con seleccién por antibidtico se
utilizé Ampicilina (Ap) a concentracion final de 100 pg/ml (Apollo), cloranfenicol (Cm) a 25 pg/ml
(Apollo), y kanamicina (Kn) a 50 pg/ml (Apollo), todos ellos esterilizados mediante filtracion
(0,22 pum). La inducciéon de la expresion de genes bajo el promotor pBAD se llevd a cabo en
cultivos con DOggo de 0,5-0,8 a una concentracion final de L-Arabinosa (Sigma-Aldrich) de 0,1%
(p/v), mientras que la inhibicién de la expresidn se realiza con 0,2% (p/v) de Glucosa (Sigma-
Aldrich). El inhibidor de la sintesis de acidos grasos cerulenina (Cayman chemical) se utilizé a
concentraciones subinhibitorias de 0,5-5 pg/ml. Los cultivos se incubaron en un equipo con
unidad de refrigeracion “New Brunswick™ Innova® 43R, orbit diameter 1 inch” (Eppendorf) a

160 rpm.

Las cepas bacterianas se conservaron congeladas a -20 °C o0 -80 °C en glicerol-peptona (50 %

de glicerol (v/v) y 0,75 % de peptona (p/v)) a partir de pellets recogidos en fase estacionaria.

3.6.2. Medicion del crecimiento bacteriano

El crecimiento de los cultivos se midié mediante determinacién de la DOggo en un dispositivo
“Nanodrop 2000c” (Thermo Scientific) utilizando muestras de 1ml de cultivo. Las cinéticas de
crecimiento se llevaron a cabo en un lector de placas con espectrofotémetro Victor3 (Perkin

Elmer) con un volumen de muestra por triplicado de 200 pl.

3.6.3. Liofilizacion de muestras

La liofilizacidn de pellets y sobrenadantes se realizé utilizando las muestras previamente
congeladas a -80 °C. Se mantuvieron a <30 mBar de presidn y -50 °C durante 48h en un equipo

“FreeZone -50C Benchtop Freeze Dryer” (Labconco).

3.7.Técnicas en biologia molecular de acidos nucleicos

3.7.1. Extraccion y purificacion de ADN de E. coli

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

(Fermentas), siguiendo el protocolo del fabricante.
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e Purificacion de ADN de gel agarosa. Tras cortar una banda de un gel de electroforesis se
utilizé “GenelET gel extraction kit” (Fermentas), siguiendo el protocolo del fabricante.
e Purificacion de ADN de una reaccidn enzimdtica o PCR. Se utilizé “GenelET PCR

purification kit” (Fermentas), siguiendo el protocolo del fabricante.

3.7.2. Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracion tanto de ADN como de ARN se midid espectrofotométricamente a 260nm
en un sistema “Nanodrop 2000c” (Thermo scientific) utilizando 2l de muestra. Se comprobd la

pureza del ADN extraido teniendo en cuenta la relacién 260/280 nm (~ 1,8) y 260/230 nm (~ 2).

3.7.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando tres enzimas distintas segun la finalidad

del ensayo y las caracteristicas de los amplicones.

Las amplificaciones de comprobacién de clones se realizaron utilizando una enzima tipo Taq
polimerasa purificada por el servicio de apoyo del IBBTEC. Esta enzima tiene una tasa de error
similar a la Tag polimerasa comercial “Biotaq™ DNA Polymerase” de Bioline (1 -10°-2-10°
errores/pb). La mezcla de reaccién para esta polimerasa contenia las siguientes
concentraciones: tampon para PCR 1X (500 mM KCI, 100 mM TrisHCI, 1 % Tritén, pH 9), 2 mM
de MgCl,, 10 mM de nucledtidos, 1 uM de cada oligonucleétido, 0,5 ul de polimerasa, y agua
Milli-Q® hasta un volumen final de 20 pl. A la mezcla se le afiadi6 la colonia bacteriana o el ADN
a analizar. El programa de temperaturas de referencia utilizado fue el siguiente: (i)
desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C; (ii) 30 ciclos de 3 pasos: 30 s a 95 °C, 30 s a la
temperatura de hibridacién ADN/cebador y 1 min por kb de ADN amplificado a 72 °C; (iii)

elongacion final durante 10 min a 72 °C.

En el caso de reacciones de amplificacién cuyo producto final se utilizd para secuenciacion
Sanger o clonaje se utilizaron polimerasas de alta fidelidad de copia. Para amplicones de menos
de 8 kb se utilizé la polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” con buffer HF (4,4-107
errores/pb; Thermofisher), mientras que para amplificaciones de mas de 8 kb se utilizé la
polimerasa “Herculase 1l Phusion DNA polymerase” (1,3-:10° errores/pb; Agilent). Se utilizaron

las concentraciones de reactivos y condiciones de amplificacion especificadas por el fabricante.

3.7.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para visualizar la presencia y tamafio de las bandas de ADN tanto en los productos de PCR
como en digestiones por enzimas de restriccidn se desarrollaron las muestras por electroforesis

en gel de agarosa. Se utilizaron geles de agarosa al 1 % (p/v), preparada en tampdn TBE 0,5x
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(Tris-HCI 45 mM, acido bérico 45 mM, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 mM pH 8,2).
Tras hervir y disolver la mezcla y atemperar la solucién hasta 60-70 °C, se afiadieron 5 ul de
agente intercalante SafeView Classic (ABM) por cada 100 ml de agarosa. Las muestras de ADN
se mezclaron en una proporcién 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: “Generuler 1 Kbp DNA ladder plus” y “Generuler 100 pb DNA
Ladder” (ThermoFisher). La electroforesis se realizd en cubetas horizontales utilizando tampdn
TBE 0,5x, y aplicando un voltaje de 120 V. Los geles se visualizaron en un transiluminador “UV

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

3.7.5. Secuenciacion Sanger

Todos los plasmidos construidos o modificados en este trabajo fueron verificados mediante
secuenciacién de ADN en el servicio de secuenciacion Sanger de la empresa “Stab Vida” llamado

“You Tube It”. Las muestras fueron preparadas segun las indicaciones del servicio.

3.7.6. Analisis de digestion de ADN mediante enzimas de restriccion

Algunos de los clones de mayor tamafio y complejidad construidos en este trabajo (Tabla 3,
Figura 16, y Figura suplementaria 1) fueron comprobados mediante enzimas de restriccion
previamente a su comprobacién por secuenciacién Sanger. Para ello se comparé el patron de
digestion del plasmido predicho mediante "NEBcutter V2.0” (New England Biolabs) utilizando
enzimas con mas de 4 sitios de restriccion en el pldsmido analizado. Se digirieron 500 ng de
pldsmido utilizando enzimas tipo “FastDigest” (ThermoFisher) en reacciones con un volumen
final de 20 ul que contenian buffer “FastDigest” 10X y 1 ul de la enzima. El tiempo de digestion,
asi como la inactivacion de la enzima, se adaptd segun las especificaciones de cada enzima para
asegurar la correcta digestion de los plasmidos y evitar el efecto estrella. El resultado de la

digestion se visualizd mediante un gel de agarosa.

3.7.7. Secuenciacion masiva

Debido al gran tamafio y la complejidad en la construccién del plasmido pLGR13 (25 Kpb),
portador de los genes pfaABCDE , se comprobd mediante secuenciacidon masiva para detectar la
insercién de mutaciones puntuales, deleciones o inserciones, que pudieran afectar a la

produccién de DHA.

Para ello, se introdujo el plasmido en la cepa de E. coliMDS42 y se extrajo el ADN gendémico.
Se partio de pellet de cultivo liquido de 10 ml incubado a 37 °C toda la noche. Se resuspendié el

pellet en 550 pl solucién de lisis (tiocianato de guanidino 5 M, EDTA 0,1 M, y sarkosil 0,5 % (p/v)).
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Después, se afiadié 250 pl de acetato de amonio 7,4 M, y 500 pl de cloroformo: isoamilalcohol

(24:1). Esta mezcla se agitd en vértex durante 30 min.

La mezcla se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min y se recogio el sobrenadante, sobre el
que se afiadié de nuevo 500 ul de cloroformo: isoamilalcohol (24:1), se volvié a agitar 30 min en
vortex y se centrifugd. El sobrenadante se precipitd con 0,6 volimenes de isopropanol y se
recogid el ADN precipitado. Posteriormente, se hicieron 3 lavados del precipitado con 500 pl de
etanol al 70 % (v/v), centrifugando a 8.000 rpm durante 5 min entre cada lavado. Se seco el
pellet en un equipo “Concentrator 5301” (Eppendorff) durante 20 min, y se resuspedié en 100
ul de agua Milli-Q® filtrada. A continuacion, se midio la concentracion de ADN, y se tratd con 2

pl de RNAsa (Thermo Fisher) durante 1 h a 37 °C.

La muestra se purificd posteriormente con el “Kit DNA minikit” (QIAGEN) para limpiar las
impurezas que puedan quedar. Para ello, se afiadio a la muestra 400 pul de TRIS 100 mM a pH 8,
y 200 pl de etanol 96 %. Tras agitar en un vortex, se afiade esta mezcla en una columna del kit y
se siguen las instrucciones de lavado. La muestra se eluyé en 100 pl de buffer TE del kit a 56 °C.
Por ultimo, se midid la concentracion en “Nanodrop” y se corridé un gel de agarosa para ver la

calidad del ADN.

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 comprobé 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 tamafo de inserto de 400 pb y se
colocaron adaptadores para realizar lecturas de secuencia pareadas (“paired-end”) de 101 bases
de longitud (reads). La cuantificacién de las librerias se realizd mediante Real Time PCR

utilizando “StepOnePlus Real-Time PCR System” (Applied Biosystems). Se utilizé el kit “TruSeq

I “« IM

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”.

3.7.8. Transformacion de ADN

La transformacion de las cepas de E. coli con ADN se realiz6 mediante electroporacion,

dadas la alta eficiencia del método (Dower et al., 1988) y las facilidades logisticas del laboratorio.
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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 centrifugacién 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 realizé un ultimo
lavado, esta vez con glicerol 10 % (v/v) también a 6 °C en las mismas condiciones de
centrifugacién. 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 purificaciéon 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 tamafo de poro, que a su vez

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

La transformaciéon 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 ligacidn 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 sometié a un pulso eléctrico (2,5 kV/cm, capacitancia 25 uF 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 funcidn 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 antibidticos adecuados para seleccionar los transformantes. En algunos casos, se afiade

0,5% de glucosa al medio LB con el objetivo de inhibir la expresion del promotor pBAD.

3.7.9. Estrategias de clonacion

3.7.9.1. Sistema de clonacion por enzimas de restriccion

Este sistema de clonacidn utiliza enzimas de restricciéon para generar fragmentos de ADN

con extremos compatibles para su posterior ligacidn con la enzima ligasa del fago T4.

Para ello, se utilizaron enzimas de restriccidon “FastDigest” de Thermo Scientific. La reaccion

de digestion para preparar los extremos tanto del inserto como del vector se realiza de igual
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forma que en el andlisis de digestion por ER (Seccién 3.5.6), teniendo en cuenta que los tiempos

de incubacién varian en funcidn del origen del ADN (plasmidico, gendmico, o fragmento de PCR).

Simultaneamente a la reaccion de restriccion, los vectores se desfosforilaron mediante una
reaccion con fosfatasa alcalina, con el objetivo de eliminar el grupo fosfato de los extremos tanto
3’ como 5’, sustrato de la ligasa T4, y asi evitar la recircularizacidon del fragmento por los
extremos. Para ello, los vectores digeridos se trataron con fosfatasa alcalina thermosensible
“FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase” (ThermoFisher) durante 10 min a 37 °C,

afiadiendo 1U de enzima/ug de ADN a cada tubo de reaccion.

Posteriormente, se llevd a cabo la ligacidn entre inserto y vector mediante el uso de la ligasa
“T4 DNA ligase” (Fermentas): 20 - 100 ng de vector, inserto en una relacién molar de entre 1:1
y 5:1 frente al vector, 1 pl de ligasay 2 pl del tampén, en un volumen final de reaccién de 20 pl.
Aungue las instrucciones del fabricante indican que la ligacién se debe realizar durante 10 min
a 22 °C, generalmente se incubd durante la noche para incrementar la eficiencia. Por ultimo, se
inactivé la enzima a 65 °C durante 10 min, se microdializé sobre filtros de 0,22 um de tamafio

de poro (Millipore) para eliminar las sales y se electropord en células de E. coli DH5a.

3.7.9.2. Método de ensamblaje isotérmico (“Isothermal assembly”)

El método de ensamblaje isotérmico (Gibson et al., 2009) fue elegido como principal
herramienta para la construccién de los distintos plasmidos utilizados en este trabajo. Este
método permite ensamblar uno o mas fragmentos en una sola reaccién mediante homologia de

los extremos de los fragmentos.

Para ello, se preparan los fragmentos a ensamblar mediante PCR con polimerasas de alta
fidelidad de copia (seccion 3.5.3). Para ello, se incorporaron las zonas de homologia en los
fragmentos utilizando oligonucleétidos (Tabla 4) con colas homdlogas a la region de
solapamiento aproximadamente 40 nucledtidos de longitud. Los productos de PCR se
visualizaron mediante gel de agarosa, donde se seleccionaron aquellos fragmentos con el
tamafio adecuado. Posteriormente, se extrajeron estos fragmentos del gel y se trataron 5 min a
37 °C con 1 pl de “FastDigest Dpnl” (ThermoFisher) en su buffer correspondiente para eliminar
restos de ADN molde.

La reaccion de ensamblaje isotermo consiste en tres pasos: (i) la exonucleasa T5 elimina
nucledtidos del extremo 5’ de las dos hebras de ADN de los fragmentos con regiones terminales
solapantes; (ii) los extremos cohesivos de distintos fragmentos se unen por homologia de

secuenciay la polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” completa las zonas de cadena
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sencilla; (iii) por ultimo, la ligasa Taq cataliza la unidn de los cortes. Para ello, es necesario utilizar

el buffer adecuado para que las reacciones se den adecuadamente.

Este buffer se preparé en un stock inicial de 6 ml, mezclando 3 ml de 1M Tris-HCI pH 7,5,
150 pl de 2 M MgCl,, 60 pl 100 mM dGTP, 60 pl 100 mM dCTP, 60 pl 100 mM dTTP, 60 ul 100
mM dATP, 300 pul 1 M DTT, 1,5 g PEG 8000, 300 pl, 100 mM NAD y agua Milli-Q®. Se dividid en
18 alicuotas de 320 pl, siendo congeladas a -20 °C para su posterior uso. Posteriormente,
utilizando una de estas alicuotas se prepard la mezcla de reaccidn afiadiendo 1,2 pl de “T5
Exonuclease” (Epicentre), 20 ul de polimerasa polimerasa “Phusion High-Fidelity DNA” (Thermo
Scientific), 160 pl de ligasa de “Taq DNA ligase” (New England Biolabs) y 700 pl de agua Milli-Q®.

Se prepararon alicuotas de 15 pl en tubos de PCR y se guardaron a -20 °C.

A estas alicuotas se afiadié 5 pl con los distintos fragmentos partiendo de 100 ng del
fragmento portador del cassette de resistencia a antibidtico y/o del origen de replicacion, y una
proporcién molar de 1:1 a 1:5 del resto de fragmentos. En caso de exceder este volumen, la
mezcla de fragmentos de ADN se desecd en un equipo “concentrator 5301” (Eppendorff) y se
resuspendio en 5 ul de agua Milli-Q®. La mezcla de reaccidon y se incubé durante 60 min a 50 °C.

Posteriormente, se microdializé y electroporé en E. coli DH5a (seccién 3.5.8).

3.7.10. Analisis de expresion de ARN

Para los analisis de expresién génica mediante PCR cuantitativa se utilizaron como muestra
de partida 1 ml de cultivo recogido cuando la DOgsgo alcanzé 0,8. Con el objetivo de proteger la
muestra de la actividad de RNAsas, se aifadieron 2 volimenes de “RNAprotect” (QIAGEN), se
incubaron 5 min a temperatura ambiente y se recogid el pellet. A continuacidn, se rompieron
las células mediante tratamiento enzimatico con lisozima y proteinasa K, segln las instrucciones
del fabricante. Posteriormente, se utilizo el kit de extraccién de “RNAeasy” (QIAGEN) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La elucién se realizé en 50 pul de agua Milli-Q®. EI ADN gendmico
contaminante se elimind utilizando el kit “Ambion RNA Turbo DNA-free” (Thermofisher) segun

se indica en las especificaciones del producto y se midié la concentracion final de ARN.

La reaccidn de cuantificacién mediante PCR (gPCR) se llevd a cabo utilizando el kit “KAPA
SYBR FAST One-Step gRT-PCR” (KAPA biosystems), segun las indicaciones para el equipo
“StepOne Plus” (Applied Biosystems). Las reacciones se prepararon en un volumen final de 20
ul, con 50 ng de ARN de partida, y la siguiente concentracién de reactivos: "KAPA SYBR FAST
gPCR Master Mix” a 1X, oligonucledtidos “forward” y “reverse” a 200 nM, “KAPA RT Mix” a 1X,

y “ROX high" a 10 nM. El programa de temperaturas fue el siguiente: 5 min a 42 °C, 3 min a 95
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°C, 40 ciclos de desnaturalizacién (3 s a 95 °C, y 20 s a 60 °C), y una curva de desnaturalizacion

desde 60 °C hasta 95 °C con incrementos de 0,5 °C.

3.8. Técnicas en biologia molecular de proteinas

3.8.1. Métodos de sobreexpresion de proteinas y lisado celular

En este trabajo, se han realizado algunos ensayos de caracterizacidon de proteinas, para los

cuales fue imprescindible su purificacién.

Inicialmente, los cultivos se inocularon en matraces de LB de 500 ml utilizando un preinéculo
de 25 ml crecido toda la noche a 37 °C. Este cultivo se crecid a 37 °C hasta alcanzar una DOgqo de
0,5-0,7, momento en el cual se pard el crecimiento mediante un bafio a 4 °C, con el objetivo de
bajar la temperatura del matraz para que la expresidn se produjese a 15-18 °C. En ese momento,
el cultivo se indujo y se dejo crecer a toda la noche a 15-18 °C para la correcta expresién de las

proteinas Pfa.

A continuacion, se procedio a la purificacidn de la proteina sobreexpresada. Todos los pasos
desde este punto se desarrollaron a 4 °C para minimizar la degradacion de las proteinas. Se
recogié el cultivo mediante centrifugacién en equipo “Avanti J-301” (Beckman Coulter) con un
rotor JA-10 a 4.000 rpm durante 15 min, se descarto el sobrenadante y se congeld a -80 °C hasta

SU procesa miento.

Para ello, el pellet se resuspendid en 25 ml de un buffer de lisis, adecuado para su posterior
purificacién, y se suplementé con 0001 % del inhibidor de proteasas fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma-Aldrich). La ruptura celular se llevé a cabo mediante sonicacion,
utilizando 3 ciclos de 1 minuto al 80 % de energia, y 1 minuto de descanso para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra. Posteriormente, el lisado se ultracentrifugd a 40.000 rpm
durante 15 min en una ultracentrifuga “Sorvall WX Ultra Series Centrifuge” (Thermo Scientific)

con un rotor T-865.

Para comprobar la correcta expresidn de la proteina, se tomé una muestra tanto del cultivo
inicial, como del sobrenadante y pellet obtenidos tras la ultracentrifugacion del sonicado y se

observé mediante electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes.

3.8.2. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La expresion de proteina se analizé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en

buffer de dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). Se utilizaron geles con distinto porcentaje de
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poliacrilamida (8-15 %, p/v) en funcion del tamafio de la proteina de interés. Los geles se

prepararon usando 0,1 % SDS (Sigma-Aldrich) y acrilamida:bis-acrilamida (29:1) (BioRad).

Para la preparacion de muestras, se utilizé buffer de carga 2X compuesto por Tris-HCI 50
mM pH 6,8, SDS al 2 % (p/v), glicerol al 10% (v/v), azul de bromofenol al 0,1 % (p/v), y 100 mM
de B-mercaptoetanol. Para la comprobacion de la expresidon de proteinas, se cogido 1 ml de
cultivo, se centrifugd y se resuspendio el pellet en 200 pl de buffer de carga 2X. En el caso de los
protocolos de purificaciéon, los sobrenadantes de centrifugacién se diluyeron en proporcion 1:1
en buffer de carga 2X, mientras que una pequena porcién de pellet se resuspendid en el mismo

buffer.

Las muestras se incubaron 5 min a 100 °C, y se cargaron 10 o 15 ul en cada pocillo del gel de
acrilamida. Se utilizé “PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder” (Thermofisher) como

marcador de peso molecular.

La electroforesis se desarrollé en un sistema “Mini-protean” (BioRad) a 180 V durante 50
minutos en buffer SDS-PAGE 1X (25 mM Tris, 192 mM glicina, 1 % (p/v) SDS, pH 8,4).
Posteriormente, los geles se tifieron 30 min en una solucién de azul brillante de Coomasie R-250
(Merck) al 0,1% (p/v) en metanol:acido acético (5:1, v/v). Por Ultimo, los geles se destifieron en

una solucién metanol:acido acético:agua Milli-Q® (1:1:8, v/v/v).

3.8.3. Purificacion de proteinas

3.8.3.1. Precipitacion con sulfato de amonio

El paso inicial para eliminar parte de los contaminantes del sobrenadante de sonicacion fue
la precipitacion fraccionada con sulfato de amonio. Para ello, se utilizé una tabla de precipitacion
de proteinas con sulfato de amonio (Panreac) para calcular la cantidad de sal que afiadir en cada
porcentaje de precipitacion. Se hicieron precipitaciones con un porcentaje final de 20 %, 40 %,
60 % y 80 % de saturacién final de sulfato de amonio, con el objetivo de acotar un rango de
saturacion en el que hubiese una precipitacidén mayoritaria de la proteina de interés respecto al
total de proteinas en la muestra. Posteriormente, se acotd con mayor precision la saturacién

adecuada para la precipitacion de la proteina de interés.

La precipitacion de proteinas con sulfato de amonio se hizo en agitacidon constante a 4 °C.
Se afiadié poco a poco la sal, y se dejo agitar hasta su completa disolucidn antes de afiadir mas
con el objetivo de evitar subidas puntuales localizadas en la concentracién. La mezcla se
centrifugd a 17.000 rpm durante 15 min a 4 °C en un equipo “Avanti J-301” (Beckman Coulter)

con un rotor JA-17. El resto del sobrenadante se utilizé para otra ronda de precipitacion,
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mientras que el pellet se resuspendié en un buffer adecuado. Se tomdé muestra del

sobrenadante y del pellet para una electroforesis SDS-PAGE.

3.8.3.2.  Purificacion mediante columnas de afinidad
Para la purificacion de las proteinas sobreexpresadas se utilizaron diversos métodos de

purificacién aprovechando algunas caracteristicas fisicoquimicas diferenciales de las proteinas:

e Intercambio idnico: se utilizaron resinas de intercambio idnico empaquetadas en
columnas “HiTrap Q HP” y “HiTrap SP HP” (GE Healthcare) de 1ml de volumen de columna
(CV). El buffer de equilibrado (buffer A) estaba compuesto por tampdn fosfato 100 mM a
pH 7,2 suplementado con ditiotreitol (DTT) 2 mM y EDTA 2 mM, mientras que le buffer de
elucion (buffer B) contenia ademds NaCl 100 mM.

e Interaccion con Niquel: para proteinas con un tag de 6 residuos de histidinas, se utilizo
una resina cargada con niquel “HisTrap HP” (GE Healthcare) de 1ml CV. En este caso, el
buffer A estaba compuesto por Tris-HCI pH 7,5, NaCl 300 mM y 20 mM de imidazol,

mientras que la concentracion de imidazol (Sigma-Aldrich) en el buffer B era de 500 mM.

La carga de proteina en la columna se realizd mediante el uso una bomba peristéltica
“Minipuls 3” (Gilson) a un flujo adecuado las especificaciones del fabricante para cada columna.
En primer lugar, se lavd la columna con 5 CV de agua Milli-Q® filtrada, y a continuacién se
equilibré con 5 CV de buffer A. Posteriormente, se cargd la muestra, y se recogio eleluido. Por
ultimo, se lavé la columna cargada con 5 CV de buffer A antes de conectarla al sistema “Fast
protein liquid chromatography” (FPLC) tipo “AKTA” (GE Healthcare). Utilizando este sistema se
eluyd la proteina de la columna mediante un gradiente de buffer B utilizando el siguiente
programa: lavado inicial con 1 ml de buffer A, gradiente de 0 a 100 % de buffer B en 15

fracciones, lavado con 5 ml de buffer B, y lavado final con 5 ml de buffer A.

Todos los bufferes fueron filtrados utilizando “Membrana MF-Millipore, 0,45 pum” (Merck
Millipore) para eliminar burbujas y particulas en suspensidon que puedan dafiar la matriz de las

columnas.

3.8.3.3. Ensayos de afinidad utilizando resina de niquel en batch
Con el objetivo de testar la capacidad de unidn de las proteinas a la resina de niquel, se
hizo una prueba inicial de afinidad. Para ello, se utilizd 1 ml de sobrenadante de sonicacion en
un buffer A idéntico al descrito en el apartado 3.6.3.2 para columnas de afinidad por niquel. Este
sobrenadante se mezclé con 100 pL de resina “His-Select Nickel Affinity Gel” (Sigma-Aldrich)
previamente lavada en buffer A. Se incubd 10 minutos a temperatura ambiente, con agitaciones
mediante vortex cada 2 minutos. Se centrifugd en un equipo de sobremesa “XXX” (Eppendorff)

para eliminar las proteinas que no se unen a la resina (flowthrough), y finalmente se eluyé la
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proteina de la resina afiadiendo 50 uL de buffer B descrito previamente con una concentracion
final de 500 mM de imidazol. Se tomaron muestras del sobrenadante inicial, del flowthrough,
del eluido y de la resina restante y se comprobd la efectividad del proceso mediante

electroforesis SDS-PAGE.

3.8.3.4.  Purificacion mediante columnas de exclusién molecular
El ultimo paso de purificacién fue mediante una columna de exclusién molecular “Superose
6” (GE Healthcare) utilizando un buffer compuesto por Tris-HCl pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 2
mM y DTT 2 mM en un equipo “AKTA Basic PH/C 10” (Amersham Biosciences). La columna se
lavé previamente a la inyeccidn de la proteina con agua “Milli Q” (Millipore), y posteriormente

se equilibré en el buffer descrito previamente filtrado (ver seccién 3.6.3.2).

La muestra de proteina concentrada se centrifugd a 14.000 rpm en un equipo “Centrifuge
5415R” (Eppendorff) con rotor F45-24-21 durante 5 min a 4 °C. Se inyectaron 500 pl de muestra
y se llevd a cabo un programa de elucidn a un flujo de 0,3 ml/min, y recogiendo 25 fracciones de
1 ml en un colector de fracciones. La presencia de proteina se monitorizdo mediante absorbancia

a 280 nm. Muestras de cada fraccidén fueron analizadas mediante SDS-PAGE.

Con el objetivo de determinar la masa molecular de las proteinas en cada fraccién se hizo
una carrera con patrones comerciales a 10 mg/ml de Alcohol dehidrogenasa (150 KDa), B-
amilasa (200 KDa), Apoferritina (443 KDa), Tiroglobulina (669 KDa) de “Gel Filtration Markers
Kit” (Sigma-Aldrich).

3.8.4. Determinacidn de la concentracion de proteina total

La concentracién de proteina total se determind mediante mediciéon de absorbancia a 280
nm en un espectrofotometro “Nanodrop 2000c” (Thermo scientific). En muestras de proteina
purificada, se utilizé el coeficiente de extincidn de la proteina para determinar su concentracion

con mayor precision.

3.8.5. Concentracidon de proteinas y cambio de buffer

Las soluciones de proteina obtenidas tras los distintos métodos de purificacion contienen
una alta concentracion de sales, asi como una concentracion muy baja de proteina. Con el
objetivo de concentrar las proteinas y disminuir la concentracion de sales (NaCl, imidazol, etc.),
se utilizaron centricones (Millipore), sistemas de filtracion de distinto tamafio de poro que
permiten el paso de moléculas pequefias y retienen otras de mayor tamafio como son las
proteinas. Para ello, se centrifugaron las muestras en un equipo “Centrifuge 5810R”

(Eppendorff) con rotor A-4-62 a 4.000 rpm diluyéndolas 1/5 en el buffer adecuado en varios
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pasos de centrifugacién hasta alcanzar las condiciones adecuadas para los experimentos

subsiguientes.

3.8.6. Identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizd mediante espectrometria de masas “Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization” con detector “Time of Flight” (MALDI-TOF) en el servicio de
protedmica de la Universidad del Pais Vasco gracias a la ayuda del Dr. Kerman Aloria. Las masas
moleculares y la secuencia de los péptidos de las proteinas se determinaron por espectrometria
de masas MALDI-TOF, a partir de bandas de proteina cortadas de geles de acrilamida. La
identificacion de los péptidos obtenidos de cada proteina se realiz6 mediante la aplicacion

informatica MASCOT contra la base de datos Swissprot.

3.9. Técnicas analiticas de acidos grasos

3.9.1. Determinacion de la composicion de acidos grasos y

cuantificacion de DHA

El perfil y la cuantificacidon relativa de acidos grasos se llevd a cabo mediante cromatografia
de gases (GC) en “Biomar Microbial Technologies” (Léon). El aislamiento de acidos grasos
procedentes de pellets o sobrenadantes liofilizados se realizé utilizando el método Folch (Folch,
Lees, y Sloane Stanley, 1957), y su metilesterificacién con metanol se realizé segin métodos
previamente descritos (Ichihara y Fukubayashi, 2010). Los acidos grasos metil éster (FAME, por
sus siglas en inglés) concentrados se analizaron en un cromatégrafo de gases (modelo 7890 A,
Agilent) equipado con una columna capilar DB-23 (Agilent) y un detector de ionizacién en llama
(FID) utilizando helio como gas de arrastre a una presidon constante de 52.248 psi. El programa
de temperaturas fue el siguiente: 130 °C durante 1 min, seguido de un incremento a 2,75 °C/min
hasta alcanzar los 215 °C, y por ultimo 12 min a 215 °C. Posteriormente la columna se limpié por
incremento balistico de la temperatura hasta 230 °C, donde se mantuvo durante 2min. La
inyeccion de la muestra se realizé en una camara “split-splitless” a 270 °C, con un “split ratio”
de 10:1. La deteccion de los compuestos se llevd a cabo en el detector FID a 280 °C con un flujo
de aire de 200 ml/min, H> a 30 ml/min, y N> a 22,5 ml/min. La identificacidn de los FAME se hizo
mediante comparacién del tiempo de retencién con estdndares comerciales (Supelco® 37

Component FAME Mix, Sigma-Aldrich).

El perfil de acidos grasos se expresa como porcentaje del area del pico de cada acido graso

en relacion a la suma de las areas del total de acidos grasos. Debido a la gran cantidad de ruido
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obtenido en los cromatogramas, se tuvo en cuenta tan sélo los picos correspondientes a acidos
grasos identificados previamente en E. coli (Oursel et al., 2007): acidos grasos saturados (C10:0,
C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0 y C18:0) e insaturados (C16:1, C17:0 ciclico, C18:1, C18:2 y
C19:0 ciclico). Ademas de los acidos grasos de E. coli, también se tuvo en cuenta los picos de

DHA y EPA procedentes de la sintesis de a.g. w-3 por el sistema Pfa.

Para los estudios de cuantificacion de DHA, se hizo una recta patron de un estandar
comercial de DHA que relacionaba el area de los picos con la masa. Ademas, se utilizd metil-

tricosanoato como estandar interno.

3.9.2. Identificacion de DHA mediante TLC

La deteccién de DHA mediante cromatografia en capa fina (TLC) se realizd con el objetivo de
observar la utilizacidon de sustratos marcados radiactivamente en la sintesis de acidos grasos
(adaptado de Metz et al., 2001 y Metz et al., 2009). Los cultivos se inocularon y se crecieron a
37 °C durante una hora para activar el crecimiento. Al llegar a una densidad éptica de 0,5, se
bajo la temperatura en un bafio con hielo y se indujeron con arabinosa. Se mantuvieron a 15 °C
0 25 °C en agitacién hasta alcanzar una densidad éptica superior a 2, momento en el que se
recogieron las células por centrifugacion, se concentraron 10 veces en el buffer de actividad
(buffer fosfato 100 mM a pH 7,5 suplementado con 2 mM EDTA y 2 mM DTT). Los cultivos
concentrados se lisaron mediante sonicacién en un equipo “Bioruptor™ NextGen” (Diagenode)
usando un programa de 10 ciclos de 30 s a 4 °C. Se utilizd el lisado completo para el ensayo de
actividad. Los sustratos para la sintesis de acidos grasos se afiadieron a 100 pl de lisado justo al
inicio de la reaccién: malonil-CoA a 200 pM, (**C)-2-malonil-CoA a 7,7 uM (0,04uCi, 15 KBq),
(34C)-1-acetil-CoA a 1,4 uM (0,04uCi, 15 KBq), acetil-CoA a 40 uM, y NADPH a 1 mM. Las muestras
se incubaron 1h a 15 °C o 25 °C. Posteriormente, se extrajeron y derivaron a FAME mediante
metanolisis 4cida a 90 °C durante 1 h usando 400 pl de metanol con 0,4% (v/v) de éacido
clorhidrico. A continuacion, los FAME de las muestras atemperadas se extrajeron dos veces con

500 ul de hexano, y se concentraron por evaporacién en una campana de gases a 50 °C.

Los ensayos por TLC se llevaron a cabo en placas de “polygram silicagel G” (Macherey-
Nagel) como fase sdélida, y hexano:dietil éter (87,5/12,5) como fase movil. Las placas se
desarrollaron 3 veces usando la misma fase movil. Posteriormente se secaron y se visualizaron
utilizando un equipo “Fluoro Image Analyzer FLA-510" (Fujifilm). La identificacién del DHA se
hizo por comparacién de la distancia recorrida con el patrén comercial de éster metilico de DHA

(Sigma-Aldrich).
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3.9.3. Extraccion de lipidos neutros y analisis por TLC.

La composicidn de los lipidos neutros se analizé por cromatografia en capa fina (TLC). Los
lipidos del pellet y sobrenadante liofilizado procedentes de cultivos de 50ml se extrajeron con
una mezcla de hexano e isopropanol en proporcién 3:2 durante al menos 3 h. Posteriormente,
las fases se separaron por centrifugaciéon y se secaron en un sistema “Concentrator 5301”
(Eppendorff). Los lipidos se resuspendieron en hexano y se cargaron en una placa “Polygram
Silica Gel” (Macherey-Nagel). La fase mdvil consistié en una mezcla hexano: dietil éter: acido
acético (80:20:1). La placa se desarrollé hasta que el frente alcanzé el borde superior de la placa.
Los lipidos se visualizaron usando vapores de yodo. Se utilizaron patrones para identificar los
distintos lipidos: ceras, ésteres metilicos de acido graso (FAME), triacilgliceroles (TAG) y acidos

grasos libres (FFA).

3.10. Anadlisis bioinformaticos

3.10.1. Bases de datos

Se han utilizado distintas bases de datos para la obtencion y comparacién de las secuencias de
los distintos genes descritos en este trabajo. Las secuencias de acidos nucleicos utilizadas estan
albergadas en la base de datos de genes y nucledtidos del “National Center for Biotechnology
Information” o NCBI (National Institutes of Health, NIH). Las secuencias y estructuras de las
proteinas utilizadas se encuentran depositadas en la base de datos “Protein Data Bank” o PDB

(Research Collaboratory for Structural Bioinformatics, RCSB).

3.10.2. Herramientas bioinformaticas para secuencias de

acidos nucleicos

Las secuencias se han visualizado y manipulado utilizando el programa informatico “Vector NTI”
(ThermoFisher Scientific). La herramienta Primer3 se ha utilizado como apoyo al disefio de
oligonucledtidos descritos en las Tablas 4 y 5. Las temperaturas de anillamiento de cada
oligonucledtido para PCR se calcularon mediante el software “Tm calculator” (ThermoFisher
Scientific), y la conformacién estructural secundaria de cada secuencia se comprobd mediante
el software “Nucleic Acid Package: NUPACK” (Caltech).

Por ultimo, en los analisis de los clones mediante enzimas de restriccion descritos en la seccion
3.5.6 se utilizo el software “NEBCutter 2.0” (New England Biolabs) para determinar las enzimas

a utilizar y calcular los fragmentos obtenidos tras la digestidn.
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Para la buisqueda de secuencias de nucledtidos se ha utilizado la herramienta “BLASTn”

(National Center for Biotechnology Information, NCBI).

3.10.3. Herramientas bioinformaticas para secuencias de

proteinas

La busqueda de secuencias proteicas homadlogas se realizé utilizando la herramienta
“BLASTp” (NCBI). El alineamiento de las secuencias obtenidas se realizd mediante la plataforma
“tCOFFEE” (Di Tommaso et al., 2011; Centre for Genomic Regulation) con el algoritmo
“Expresso” para alineamiento segln motivos estructurales (Armougom et al., 2006). Las
secuencias obtenidas se trataron con la herramienta “ESPript” (Robert y Gouet, 2014) para

obtener una secuencia consenso.

En cuanto al tratamiento de las estructuras proteicas, se utilizd el servicio “Phyre”
(Imperial College of London) para encontrar analogos estructurales de proteinas de interés.
Como herramienta de manipulaciéon y visualizacién de estructuras proteicas se utilizo el

III

programa “Pymo

3.10.4. Reconstruccion de pLGR13 en secuenciacion masiva.

La reconstruccién de las secuencias obtenidas mediante secuenciacidn masiva
correspondientes al pldsmido pLGR13 en la cepa E.coli MDS412 (seccidon 3.5.7) se llevo a cabo
utilizando la herramienta PLACNET (Lanza et al., 2014; Vielva et al., 2017). Este programa utiliza
el ensamblador Velvet para generar contigs a partir de los reads obtenidos en la “secuenciacion
pair-end” (Illumina). El programa, a través de “Bowtie” y “Prodigal”, consigue separar las
secuencias correspondientes al plasmido pLGR13 de las del cromosoma de MDS42. Estas
secuencias presentan un coverage mas alto (> 1500) que el genoma (< 200), siendo coverage el
numero de veces que se ha secuenciado el mismo nucledtido. Los contigs identificados como
pldsmido se ensamblaron utilizando la herramienta “ContigExpress” del programa “Vector NTI”

(Invitrogen) y se alinearon contra la secuencia del plasmido.

3.11. Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el paquete informatico “SPSS
Statistics” version 22.0. (IBM Corporation). La comparacion entre los promedios entre grupos
respecto del control se realizé utilizando el test ANOVA de una via con el andlisis post-hoc de
Dunnet. En la comparacion de promedios de distintos grupos entre si se utilizé el andlisis post-

hoc de Tukey. El valor de significacion se establecio en 0,05.
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Este trabajo de tesis doctoral se ha realizado en paralelo a un proyecto industrial en
colaboracién con “Biomar Microbial Technologies” para el desarrollo de cepas de E. coli dptimas
para la produccidon a gran escala de acidos grasos w-3, en particular DHA. Los ensayos
preliminares en nuestro laboratorio mostraron que E. coli BW27783 transformada con el
pldsmido pDHA4 era capaz de producir hasta un 7% de DHA respecto al total de acidos grasos a
15 °C. Este porcentaje es ligeramente superior al descrito en otras cepas de E. coli transformadas
con el mismo plasmido. Sin embargo, a 25 °C y temperaturas superiores no se consiguio detectar
DHA en los cultivos. Debido a que esta temperatura de cultivo tan baja genera unos costes de
enfriamiento inasumibles, y que la biomasa producida es notablemente inferior, se decidid

mejorar el rendimiento de produccién de DHA en E. coli mediante distintas estrategias.

4.3. Mejora de la sintesis de DHA en E. coli

4.3.1. Analisis de la expresion de los genes pfa

M. marina es una bacteria psicrofila que habita en ambientes marinos que oscilan entre los
10 °Cy los 20 °C (Kautharapu et al., 2013). Los autores describieron que la temperatura éptima
para la sintesis de DHA en esta bacteria es 15 °C, descendiendo el contenido en DHA a
temperaturas superiores. Resultados similares se obtuvieron expresando los genes pfaABCDE

de M. marina el plasmido pDHA4 en E. coli (Orikasa et al., 2009).

Orikasa et al. (2009) construyeron el plasmido pDHA4 introduciendo 22.471 pb del cluster
pfaABCD de M. marina MP-1 (GenBank: AB025342.2) en el plasmido pET21a con el gen pfaE.
Asi, el plasmido pDHA4, secuenciado por Lazaro (2016), contiene el cluster pfaABCD tal y como
se encuentra en M. marina, no habiéndose descrito los sistemas de regulacion génica en este
cluster. El gen pfaE de M. marina MP-1 (GenBank: AB262366.1) estd en pDHA4 bajo el control
de un promotor T7 en un vector tipo pET21a (GenBank: EF456737.1).

A la vista de estos datos, la hipdtesis planteada para explicar la ausencia de DHA en E. coli a
temperaturas superiores a 15 °C podria deberse a la presencia de algin mecanismo de

termorregulacion de la expresion del cluster pfaABCD.

Actualmente no existen evidencias de la regulacién nativa de los genes pfa en M. marina,
asi como de la expresidn de estos genes en E.coli. Allen y Barlett (2002) describieron el clister
pfa de una bacteria taxondmicamente cercana a M. marina, Photobacterium profundum. Los
autores mostraron ensayos de primer extension que indicaban la existencia de un promotor
aguas arriba de pfaA. Ademads, mediante ensayos de hibridacidn describieron la posible

presencia de un promotor débil aguas arriba de pfaCy un promotor mas fuerte precediendo a
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pfaD, sin embargo, no aportaron evidencias experimentales de su localizacion exacta. Siendo los
clusteres de P. profundum y M. marina tan similares (Figura 12A), comparamos las secuencias
de las zonas precedentes a pfaA de ambos organismos con el objetivo de determinar la presencia
del promotor en M. marina (Figura 12B). Esta comparacidon permitid localizar las cajas -35 y -10
del promotor, asi como la zona de inicio de la transcripcion (+1), la secuencia de unién de

ribosomas (RBS), y la metionina inicial de PfaA (ATG).

Posteriormente, dado que los autores no aportaron evidencias de la presencia de los
promotores en pfaCy pfaD, se analizé in silico la secuencia de la regién que precede a estos
genes mediante el software de prediccién de promotores BPROM (Softberry), con el objetivo de
determinar si, efectivamente, podria haber de promotores nativos de M. marina en el plasmido
pDHAA4. El andlisis se realizé usando un fragmento de 200 nucleétidos aguas arriba de cada uno
de los genes pfa. El software detectd posibles promotores precediendo a pfaC y pfaD.
Sorprendentemente, el software no detectd el promotor caracterizado en P. profundum, por lo

gue seria necesario comprobar experimentalmente la presencia de los promotores predichos.
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Figura 14. Comparacion del cluster pfa de Photobacterium profundum y M. marina. A) Esquema
comparativo de los genes pfa y los dominios enzimaticos entre P. profundum y M. marina (modificado de
Allen y Barlett, 2002) B) Localizacion de los distintos componentes del promotor de pfaA en los genes de
M.marina clonados en pDHAA4. Se indica en verde las cajas de reconocimiento de la RNA polimerasa (-35
y -10), en fucsia el sitio de inicio de transcripcion del gen, en amarillo el sitio de unidn de los ribosomas, y
en cian la metionina inicial de la proteina PfaA.
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Por tanto, los datos indican que podria haber varios promotores nativos de M. marina en
pDHA4, y que estos son los responsables de la expresién del complejo Pfa, por ende, de la
sintesis de DHA. Por tanto, la reducciéon de la expresidn mediada por estos promotores podria
ser la responsable de que no se detecte DHA a temperaturas altas, dado el origen psicréfilo de
M. marina, y por el posible papel de adaptacién al frio de los LC-PUFA. Para comprobar esta
hipétesis se decidid llevar a cabo un analisis de la expresidon génica mediante PCR cuantitativa
acoplada a una reaccion de transcripcion reversa del ARN total (RT-qPCR) en el que se analizé el

efecto de la temperatura sobre la expresidn de los genes pfa clonados en el plasmido pDHA4.

Para ello, se utilizd el método de cuantificacion relativa de ARN o AACt. Este método analiza
la expresion génica respecto a dos parametros de referencia: el gen de referencia y la condicién
de referencia. El gen de referencia es un gen cuya expresion es estable bajo distintas condiciones
testadas, de tal manera que se elimina el efecto de otras fluctuaciones no relacionadas con las
variables en estudio. La condicién de referencia es aquella frente a la que se comparan el resto

de condiciones analizadas.

En el presente estudio, se establecié el gen de referencia cysG (uroporfirin Il C-
metiltransferasa) en base a un estudio previo (Zhou et al., 2011), por su estabilidad en la
expresion génica bajo las distintas temperaturas de cultivo testadas, mientras que la condicion

de referencia utilizada fue 37 °C.

El estudio consistid en determinar la expresidn génica de los genes diana pfaA, pfaCy pfaD
bajo distintas temperaturas de cultivo: 15 °C, 20 °Cy 25 °C. Los resultados de expresion génica
de los distintos genes pfa estudiados se calcularon a partir el ciclo de threshold (Ct; nimero de
ciclo en el que la fluorescencia acumulada sobrepasa la fluorescencia basal) de cada muestra
mediante las siguientes fdrmulas, siendo rrsA el gen de referencia, pfaACDE los genes diana, 37

°C la temperatura de referencia, 15 °C, 20 °Cy 25 °C las temperaturas de ensayo:

AACt = (Ct‘pfaACD - CtrrsA)temp ensayo (CtpfaACD - CtrrsA)37°C

Cuantificacion relativa = 2744¢t

En la Figura 15A, se recogen los valores de cuantificacidn relativa de los distintos genes pfa
a15°C, 20 °Cy 25 °Crespecto a la temperatura de referencia (37 °C). Se puede observar que la
expresion de los genes pfaA, pfaCy pfaD a 15 °C fue mayor que la expresién a 20 °Cy 25 °C;
curiosamente, la expresion a 20 °C fue aproximadamente 2 veces mayor que a 25 °C. Sin
embargo, la expresidon de pfaE, que estd controlada por un promotor T7 no inducido, no

presentd un descenso de la expresién a temperaturas mas bajas. Estos datos coinciden con el
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Figura 15. Estudio de expresion de los genes pfaABCDE en el plasmido pDHA4. A) Cuantificacion relativa
(Ecuacidn 1) de la expresion de los genes pfaA, pfaC, pfaD, y pfaE a 15°C, 20°C y 25°C usando rrsA como
gen de referencia y 37°C como temperatura de referencia. Se representa el promedio y desviacidn
estandar de 3 repeticiones. B) Produccion de DHA en la cepa BW 27783 transformada con el plasmido
pDHAA4. El andlisis por cromatografia de gases se realizé al final de la fase exponencial de los cultivos.

Se representa el promedio y la desviacion estandar. Se indica el grado de significacidon (*** p<0,0001; **
p<0,001; * p<0,05; no significativo - ns p>0,05).

patréon de produccidon de DHA a las distintas temperaturas (Figura 13B); sin embargo, cabe

destacar que a pesar de no observarse DHA a 25 °Cy 37 °C, si hay expresion de los genes pfa.

Estos datos de expresion génica y del contenido de DHA podrian indicar que existe un
mecanismo de regulacién de la expresidon génica que promueve la expresidon de los genes
responsables de la sintesis de DHA. Por ello, se decidié construir un plasmido que contuviera los
cinco genes pfa precedidos de un promotor inducible por arabinosa, el cual permite controlar la
expresion génica independientemente de la temperatura ambiental del cultivo. Este sistema de
expresion se introduce en la cepa E. coli BW22783, que contiene una serie de modificaciones,
como la delecidn de los genes de degradacidn de arabinosa o la insercidon de un transportador
de arabinosa de baja eficiencia, que garantizan el éptimo funcionamiento del sistema de

regulacién (Guzman et al., 1995),

En este proceso se utilizé la técnica de ensamblaje isotermo (Gibson et al., 2009),
previamente descrita (seccion 3.5.9.2), debido al gran tamaiio de los fragmentos a ensamblar.
En primer lugar, se construyeron, tres plasmidos que contenian un promotor pBAD seguido de
pfaAB (pLGR3), pfaC (pLGR4) y pfaDE (pLGR5) como se describe en la Figura 16; posteriormente
se comprobd mediante secuenciacidn Sanger con los oligonucledtidos pBADseq y pBAD2 (Tabla

5) que la insercién fuese correcta.
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Figura 16. Construccion del plasmido pLGR13 mediante ensamblaje isotermo a partir de los plasmidos
PLGR3, pLGR4 y pLGR5 utilizando los oligonucledtidos recogidos en la Tabla 4.

A continuacidn, se procedid a insertar los cinco genes en un solo plasmido como se muestra
en la Figura 16. En primer lugar, se amplificé por PCR un fragmento del pldsmido pLGR4
compuesto por el promotor pBAD y pfaC, y se abrié por PCR el pldsmido pLGR5 por la zona del
promotor pBAD. Ambos fragmentos se ensamblaron usando las zonas homologas en los
extremos generadas durante la amplificacién por PCR, de forma que el fragmento que contenia
pBAD y pfaC quedd colocado delante de los genes pfaDE. El plasmido resultante, lamado pLGRS,
se comprobd que las zonas de solapamiento estuviesen correctamente ensambladas por
secuenciacién Sanger usando el oligonucleétido MMclon_SEQext (Tabla 5) antes de iniciar el

siguiente paso de clonacion.

El ultimo paso consistid en abrir mediante PCR el pldsmido pLGR8 por la zona precedente al
promotor pBAD y pfaAB, y se amplificd un fragmento del pldasmido pLGR8 que contenia pfaCy
pfaDE con sus respectivos promotores. En este caso se utilizé la polimerasa Herculase 11, debido

al gran tamano de los fragmentos amplificados. Estos fragmentos se ensamblaron de forma que
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el fragmento que contenia los genes pfaCDE se inserté aguas arriba de los genes pfaAB. El
pldsmido final se nombrd pLGR13, y contenia los cinco genes pfa con tres promotores pBAD
precediendo los genes pfaA, pfaCy pfaD. En este caso, el pldsmido se comprobé inicialmente
secuenciando las zonas de solapamiento por secuenciacidon Sanger, y se comprobd la correcta
colocacion de los genes mediante un andlisis de digestién con enzimas de restriccion: Hindlll (4
fragmentos), EcoRV (8 fragmentos), BamHI (4 fragmentos), y Mscl (7 fragmentos). Se obtuvieron

tres clones cuya secuenciacién y patrén de digestion fueron correctos (Figura suplementaria 1).

El ADN total de la cepa de E. coli MDS42 transformada con cada uno de estos clones se
secuencié mediante secuenciacidon masiva, tal como se describe en materiales y métodos. Con
el objetivo de diferenciar el ADN gendmico del plasmidico, se ensamblaron los reads y se
analizaron con la herramienta PLACNET (Lanza et al., 2014), como se describe en materiales y
métodos. En este andlisis, se obtuvieron varios cientos de contigs, aunque tan sélo se
seleccionaron aquellos con un coverage superior a 1500 que deberian corresponder al ADN
plasmidico, ya que el coverage de los contigs correspondientes al genoma era entre 10 y 200.
De esta forma, se obtuvieron entre 10 y 15 contigs para uno de los tres clones, los cuales se
alinearon contra la secuencia tedrica de pLGR13 en ContigExpress (Invitrogen Corporation). Se
comprobd que no se habian introducido mutaciones en las regiones codificantes durante las
distintas etapas del proceso de ensamblaje isotermo. La secuencia completa del plasmido

construido se encuentra en el fichero adjunto (pLGR13.gb).

El andlisis de expresidon de los genes pfaA, pfaCy pfaD en pLGR13 se realiz6 mediante RT-
gPCR, de igual manera que en el pldsmido pLGR13. En este caso, se analizaron cultivos de BW-
pLGR13 inducidos con arabinosa y BW-pDHA4, incubados a 15 °Cy 25 °C. Los resultados (Figura
17A) indican que la expresion de los cuatro genes ha incrementado debido a la sustitucidn de
los promotores (RQ de pLGR13 vs pDHA4). Adicionalmente, se ha revertido el efecto de la
temperatura sobre la expresién de los genes, ya que en BW-pLGR13 la expresion es menor a 15
°C que a 25 °C; esta relacion es justo la contraria a la descrita para pDHA4, en que la temperatura

a la que se detectd la maxima expresion fue a 15 °C (Figura 15).
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Figura 17. Caracterizacién de la expresion génica y la produccion de DHA en BW 27783 — pLGR13. A)
Expresion relativa de los genes pfaACDE en pLGR13. Se indica el promedio y desviacidn estandar del valor
RQ (ecuacidn 1) de la expresidon de pLGR13 respecto a pDHA4, y de pLGR13 a 15 °C respecto a 25 °C. B)
Produccion de DHA a 15 °C, 20 °C, y 25 °C de BW-pDHA4 y BW-pLGR13.

Respecto a la produccion de DHA (Figura 17B), a 15 °C la cepa BW 27783 transformada con el
plasmido pLGR13 presenté un 9,4% de DHA cuando la expresion se inducia con arabinosa, un
nivel de produccién superior al de la cepa transformada con pDHA4 (6%). Sin embargo, al cultivar
esta cepa en presencia de glucosa (inhibidor de la expresién del sistema pBAD33) o en ausencia
de inductor, la produccidon de DHA fue del 0% y un 2,4% respectivamente. Estos datos indican
que el sistema pBAD33 funciona correctamente. En el andlisis de acidos grasos de los mismos
cultivos incubados a 20 °C el contenido de DHA se encontraba entorno al 3,5% en ambas cepas;

a 25 °C no se detectdé DHA, al igual que ocurria con el pldsmido pDHAA4.

Con los datos obtenidos, podemos deducir que, la expresién de los genes pfa clonados en el
plasmido pDHA4 estaba determinada por la temperatura de incubacidn, efecto que se ha
subsanado reemplazando los promotores nativos de M. marina por el promotor pBAD. Este
reemplazo ha incrementado la expresién tanto a 15 °C como a 25 °C, siendo esta mayor que en
el pldsmido pDHAA4. Este incremento de la expresidn ha provocado un incremento de la sintesis
de DHA a 15 °C. Sin embargo, la mejora en el sistema de expresién a 25 °C no se ha trasladado a

la produccion de DHA, ya que a 25 °C no aparece DHA en los perfiles cromatograficos.

4.3.2. Estudio de expresidn de proteinas Pfa

La expresion heterdloga de genes en cualquier hospedador suele presentar una gran
variedad de dificultades. Uno de los principales problemas que aparecen es la diferencia en la
frecuencia de uso de los codones de cada aminoacido del organismo donador (en este caso, M.
marina) y el organismo hospedador (E. coli). Con el objetivo de determinar si el uso de codones

podia afectar a la expresién heteréloga de los genes de M. marina, se hizo una comparacién de
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las frecuencias de uso de codones de los cinco genes pfaABCDE que contiene el plasmido pDHA4.
En este caso, se ha analizado solamente el clUster pfa, puesto que se ha descrito previamente
que este tipo de cluster se ha transferido horizontalmente (Shulse y Allen, 2011), y por ello, el
genoma completo de M. marina podria no ser representativo del cldster pfa. Como se observa
en la Figura 18, la gran mayoria de los codones tienen una frecuencia similar en ambos
organismos. Sin embargo, existen algunos codones que podrian dar lugar a problemas durante
la traduccidn de algunos aminodcidos: cisteina (Cys), prolina (Pro), o glutamina (GIn). A pesar de
existir diferencias en el uso de codones entre ambos organismos, estos aminoacidos no son tan
frecuentes en las proteinas Pfa como para suponer un problema de traduccién (Cys 1,1%, Pro
4,3%, GIn 5,2%). Ademas, un anadlisis del uso de codones realizado con la herramienta E. coli
Codon Usage Analyzer 2.1 reveld que las proteinas Pfa tenian un bajo contenido en codones no
Optimos para su expresion en E. coli: 14% en PfaA, 15% en PfaB, 13% en PfaC, 14% en PfaD y
21% en Pfak. Estos datos indican que, a pesar, de tener un uso de codones ligeramente
diferente, la expresidn de las proteinas Pfa no deberia ser un problema. Esa gran semejanza en
el uso de codones podria deberse a que son dos especies cercanas taxondmicamente, dado que

ambas son y-proteobacterias.

1,0 -

0,9 m
oY
80'8
w 0,7
o
<(0,6
G 05
S04
S
003
& 0,2 H
w
0,1
OOH mi i m HH ml - n Bl e ln.
O < U FOUOUEUQOCC OO ChE QEQOISEOOLVIOLEQOOEY
O L O o < < (C] < = = = = <
BOOGI—EooégEt8808u5<<<§;§tt5u002<<
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn
1,0 -
0,9
20,8
w07
[a)
<):0,6
S 05
G o4
=)
303
[N
0,1
O,OI_I | e =i Wl HI_IH H H H
LD<'—ULD<((D<(LD<(I—U}—ULD<'—ULD<('—ULD<‘:ULD'—U<LD<
o L O U] O] o L O O QO O E = < <
0c8o0co0332Y8L8BZ32LLEREFRPILEIIIHOOoLEEEREEE
Pro GIn Arg Ser Thr Val Trp  Tyr End
[ Cluster pfa M.marina E.coliK-12

Figura 18. Comparativa del uso de codones entre Moritella marina y Escherichia coli. Abreviaturas: Ala -
alanina, Cys - cisteina, Asp — acido aspartico, Glu - acido glutamico, Phe - fenilalanina, Gly - glicina, His -
histidina, lle - isoleucina, Lys - lisina, Leu - leucina, Met - metionina, Asn - asparragina, Pro — prolina, GIn
— glutamina, Arg — arginina, Ser — serina, Thr — treonina, Val — valina, Trp — triptéfano, Tyr — tirosina, End
— parada.
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A continuacion, se analizé la presencia/ausencia de las cinco proteinas Pfa de muestras de
cultivo mediante electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Inicialmente, se analizd la expresion de la proteina Pfak, aprovechando que este gen estd
controlado por un promotor T7 en el plasmido pDHA4. Se transformd en la cepa de E. coli C41,
que contiene el sistema de la ARN polimerasa del fago T7 en su cromosoma, y se expreso a 15
°C. Como se observa en la Figura 19A, en la induccidn con IPTG se observa una banda de proteina
justo por debajo de 35 KDa, tamanio correspondiente a Pfak (33 KDa). Sin embargo, en la cepa
control (C41) y en la cepa no inducida, esta banda no aparece. El contenido de DHA en la cepa
C41 con el plasmido pDHA fue del 1%, tanto con induccion de pfaE como sin induccion. Este
resultado podria indicar que la expression basal de pfaE genera suficiente actividad PPTasa para
activar eficientemente los grupos ACP de PfaA, y mantener asi la produccién de DHA. Por tanto,

la expresion de pfaE es correcta a 15 °C, y por ello no es un cuello de botella en el proceso.

Posteriormente, se expresaron las proteinas codificadas en el plasmido pDHA4 en la cepa E.
coli BW27783, cuya capacidad de produccién de DHA a 15 °C es superior a la cepa C41 (7,5% vs
1%). Sin embargo, en el andlisis de proteinas de esta cepa incubada tanto a 15 °C como a 25 °C
no se consiguid observar ninguna de las cinco proteinas Pfa en el gel (no mostrado). Puesto que
los datos de RT-gPCR indicaban que, en efecto, habia una expresidn basal de los genes, se
utilizaron los plasmidos pLGR3 (pfaAB), pLGR4 (pfaC), y pLGR5 (pfaDE) con el objetivo de
incrementar la expresiéon de las proteinas para facilitar su identificacion. Estos plasmidos

contienen un promotor pBAD inducible por arabinosa delante de los genes, que permite
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Figura 19. Sobreexpresion proteinas Pfa. A) Expresion del plasmido pDHA4 en la cepa E. coli C41 a 25°C
utilizando IPTG como inductor del promotor T7 de pfaE. Se indica con una flecha PfakE. B-C)
Sobreexpresion de los genes pfa a 15°C (B) y 25°C (C). Se muestra por separado el pellet (P) y
sobrenadante (S) obtenido tras la sonicacion y ultracentrifugacién de los cultivos. Se ha utilizado E. coli
BW 27783 como control, y E. coli BW 27783 transformada con pLGR3 (pfaAB), pLGR4 (pfaC), y pLGR5
(pfaDE). Las flechas indican la localizacién de las bandas correspondientes a las proteinas PfaA (283 KDa),
PfaB (94 KDa), PfaC (219 KDa), PfaD (58 KDa) y PfaE (33 KDa).

| PfaE
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sobreexpresar eficientemente las proteinas. En este caso, se analizé por SDS-PAGE el patrén de
proteinas de cultivos incubados a 15 °C (Figura 19B) y 25 °C (Figura 19C). Se observan las
proteinas localizadas en el sobrenadante (SN), proteinas solubles, y en el pellet (P), proteinas
asociadas a membrana o en forma de cuerpos de inclusién, obtenidos tras la centrifugacién de
cultivos lisados. En los cultivos a 15 °C, se observa la expresion de PfaA y PfaD. Algo mas dudosa
es la expresion de PfaB, PfaC y PfaE. Las cinco proteinas aparecen principalmente en el
sobrenadante de la sonicacién en las muestras sobreexpresadas a 15 °C, lo que podria indicar
que las proteinas son solubles y estan correctamente plegadas. Sin embargo, a 25 °C las

proteinas aparecen también en el pellet.

En el caso de la proteina PfaA, se confirmé su identidad por espectrometria de masas
MALDI-TOF (seccién 3.6.6). Los péptidos obtenidos correspondieron inequivocamente la
proteina PfaA de M. marina MP-1 en la base de datos. Esta proteina, es la mas grande del

sistema Pfa y contiene los dominios basicos para la iniciacidn de la sintesis de un acido graso.

4.3.3. El caso particular de PfaA: Purificacion

La proteina PfaA es un polipéptido de 2652 aminoacidos, con un peso molecular de 283,8
KDa. Esta proteina contiene varios dominios funcionales claves en la iniciacion de la sintesis de
DHA (seccién 1.2.4): el dominio KS-AT que cataliza la transferencia y condensacion de residuos
de malonil, cinco dominios ACP encargados de sostener el acido graso creciente, el dominio KR
encargado de reducir el grupo ceténico a hidroxilo de la cadena creciente, y un dominio DH
cataliza la reduccidn del grupo hidroxilo y libera una molécula de agua, manteniendo un doble
enlace en la cadena (Santin, 2017). Estos dominios conforman la unidad basica de iniciacién en
la sintesis de una molécula de DHA, y por ello hacen de esta proteina un buen punto de partida
para su caracterizacion. La purificacién de esta proteina permitiria realizar ensayos de actividad

para determinar el rango de temperatura a la que el sistema Pfa es activo.

A la hora de purificar PfaA se probaron diversas estrategias de expresién y purificacion. En
primer lugar, se sobreexpresé en BW 27783 a 15 °C el plasmido pLGR3 (genes pfaA y pfaB
controlados por un promotor pBAD) inducido con arabinosa 0’1% junto con el pldsmido pLGR2
(gen pfaE controlado por un promotor T7) con expresion basal, debido a que la cepa BW 27783
no contiene el sistema de expresidon de la RNA polimerasa T7. El objetivo de la coexpresion de
la proteina PfaE es obtener la forma activa de PfaA, cuyos dominios ACP se modifiquen
postradruccionalmente mediante la adicidn de un residuo PPT, y poder asi realizar ensayos de
actividad posteriores a la purificacion de la proteina. En todos los casos, los pellets de cultivos

de E. coli BW27783 transformada con el plasmido pLGR3 y pLGR2 se recogieron y congelaron a
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-80 °C. Posteriormente, se descongelaron a 37 °C para facilitar la ruptura de las células y se
resuspendieron en buffer de lisis compuesto buffer fosfato 100mM a pH 7,5 suplementado con
EDTA 2mM, DTT 2mM vy el inhibidor de proteasas PMSF. La muestra se lisé por sonicacién y se
ultracentrifugd para separar los residuos celulares de la fraccién acuosa que contenia las
proteinas solubles, fraccion utilizada para la purificacién de PfaA que ya habiamos visto

previamente que estaba en dicha fase (Figura 19B).

En primer lugar, se probd la precipitacion con sulfato amdnico como método preliminar de
purificacién (Figura 20A). Esta técnica permite eliminar parte de las proteinas nativas de E. coli

de la muestra. Con el objetivo de encontrar un rango de precipitacion especifico de PfaA, el
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Figura 20. Purificacidn de la proteina PfaA activada (flecha blanca) a partir de un cultivo BW 27783 con el
plasmido pLGR3 sobreexpresado a 15 °C. A) Precipitacion del sobrenadante de sonicacién mediante
sulfato amonio (20% y 40% de saturacidn). Se muestran los sobrenadantes (S) y precipitados (P) de los
dos pasos de precipitacién. B) Purificacion mediante columna de intercambio aniénico HP-Q del
sobrenadante de sonicacién (S). Se muestra el flowthrough (Fa) y las fracciones eluidas mediante el
gradiente de NaCl (6-15). C) Purificacion mediante columna de intercambio catidonico HP-SP del
flowthrough de la columna HP-Q (Fq). Se muestra el flowthrough de HP-SP (Fsp) y las fracciones de elucion
(6-16). D-E) Purificacion mediante columna de exclusion molecular Superosa 6 de las alicuotas 6-11
concentradas (Alic.HP-SP) de la columna HP-SP. Se observa los cromatogramas (D) superpuestos de la
muestra (azul) y de los patrones de peso molecular (verde; tiroglobulina — 669KDa, apoferritina — 443
KDa, B-amilasa — 200 KDa, alcohol deshidrogenasa — 150 KDa). En el gel se observan la muestra de partida
(Alic.HP-SP), las fracciones correspondientes a los picos del cromatograma (5—7, 13-15), y el resultado
de la concentracion de las muestras 6 y 7 (SP6 6-7). F) Analisis de la unidén de sustratos radiactivos a la
muestra SP6 6-7. El buffer de reaccion contiene buffer fosfato 100mM pH 7,2 suplementado con EDTA
1mM y DTT 1mM. Las muestras se han incubado 30 min a 25 °C. Se ha afiadido 1-*C-Acetil-CoA 16uM
(calle 1), 2-**C-Malonil-CoA 100uM (calle 2), 1-14C-Acetil-CoA 16uM + Malonil-CoA 100uM (calle 3), y 1-
14C-Acetil-CoA 16uM + Malonil-CoA 100uM + NADPH 5mM (calle 4).
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ensayo se realizé en cuatro pasos de precipitacidén: 20%, 40%, 60% y 80% de saturacidn final de
sulfato de amonio. La proteina PfaA precipitd con un 40% de saturacion junto con algunas
proteinas mas, mientras que la mayoria de las proteinas de E. coli precipitaron por encima de

ese valor de saturacion.

Posteriormente, se utilizaron columnas de intercambio idnico, puesto que el punto
isoeléctrico tedrico calculado mediante el software ProtParam (Gasteiger et al., 2005) es de 4,76.
Se utilizé un buffer fosfato 100mM a pH 7,5 suplementado con EDTA 2mM y DTT 2mM para
cargar una columna de intercambio anidnico HiTrap Q HP (GE Healthcare), y se eluyé utilizando
un gradiente de NaCl hasta 1M de concentracidn final en el mismo buffer. Como se observa en
la Figura 20B, la proteina se unié parcialmente a la columna aunque también se observa mucha
cantidad en el descarte o flowthrough, lo que indica que sélo una parte de la proteina se estaria
uniendo mediante interacciones idnicas. Pese a la inespecificidad del proceso, se consiguio
eliminar gran parte de las proteinas contaminantes, por lo que, se intentd repetir este proceso
en una columna de intercambio catidnico (Figura 20C) utilizando el flowthrough de la columna
de intercambio anidnico como muestra de partida. En este caso, la unidn de la proteina PfaA a
la resina fue ligeramente mejor, aunque contenia muchas bandas inespecificas. El hecho de que
se una a ambas columnas podria indicar que en la superficie de la proteina existen zonas tanto
con carga positiva como carga negativa, motivo por el que tan sélo una parte de las moléculas
PfaA se unen a cada una de las columnas. Se intenté cambiar el pH del buffer a 6,5 y 8, sin

embargo, no se observé una mejora en la especificidad en la unidn de PfaA (geles no mostrados).

Las alicuotas que contenian PfaA obtenidas por intercambio catidnico se concentraron
mediante filtracién por centrifugacion, con el objetivo de concentrar la muestra y cambiar el
tampdn por uno compuesto por Tris 20 mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM y DTT 1mM a pH 7,5.
Aprovechando el gran tamafio de la proteina, se cargd la muestra concentrada en una columna
de exclusién molecular Superosa 6 (GE Healthcare). El cromatograma y gel SDS-PAGE (Figura
20C-D) muestran que PfaA se encuentra en el pico de absorbancia observado entre las
fracciones 6 y 7, las cuales se corresponden con el volumen vacio de la columna. Esto indicaria
que PfaA forma agregados de proteinas cuyo peso molecular es mayor de 600 KDa. A pesar de
haber obtenido proteina purificada, el rendimiento del proceso general fue bastante bajo ya que

de 500ml de cultivo iniciales, se obtuvieron 1,25 mg totales de proteina.

Con el objetivo de mejorar el proceso de purificacidn, se cloné el gen pfaA en un vector
pBAD33 con una cola de 6 histidinas en el extremo C-terminal de la proteina. El plasmido
llamado pLGR9, se sobreexpresd en E. coli BW27783 a 15 °Cy se sonicé en un buffer Tris 100mM

suplementado con NaCl 300mM a pH 7,5. Se utilizé una concentraciéon de imidazol inicial de
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20mM para reducir las interacciones inespecificas de otras proteinas sin colas de afinidad.
Inicialmente, se realizd un ensayo en batch para comprobar la capacidad de unién de la cola de
histidinas al niquel. En la Figura 21A, se observa que la proteina PfaA se une ligeramente a la
resina (fraccion del eluido, E), sin embargo, la mayor parte de la proteina queda en el

flowthrough (F).

A continuacion, se repitio el proceso utilizando una columna HisTrap HP (GE Healthcare) con
un gradiente de imidazol desde 20 mM hasta una concentracién final de 500 mM. La unién a la
resina de niquel de nuevo resultd débil, ya que aparece PfaA tanto en el flowthrough como en
las fracciones eluidas (7-11). Esto podria significar que la cola de histidinas en C-terminal no esta
accesible. Por ello, se construyd el plasmido pLGR10, en el que se colocd la cola de histidinas en

el extremo N-terminal de la proteina. La purificacion de esta proteina PfaA mediante columnas
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Figura 21. Purificacion de la proteina PfaA con cola de histidinas (PfaA-HT) mediante unidn a resina de
niquel. A) Ensayo de unién del Pfa-HT a la resina de niquel en batch usando sobrenadante de sonicacién
de E. coli BW 27783 (control) y BW 27783 - pLGR9; B) Purificacion mediante columna HP-Histrap de PfaA-
HT expresada desde el plasmido pLGR9; C) Ensayo de unién de PfaA a resina de niquel en batch con la cola
de histidinas en el extremo C-terminal (pLGR9) y N-terminal (pLGR10) en condiciones nativas vy
desnaturalizantes. D) Ensayo de unién de PfaA en la resina de niquel en batch utilizando distintas
concentraciones de imidazol (0, 5 y 10 mM) en el buffer inicial (buffer A). Abreviaturas: P — pellet, S-
sobrenadante, F — flowthrough, E — fraccion eluida. La flecha indica la altura a la que aparece PfaA.
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de HisTrap HP tampoco tuvo un gran rendimiento, y presentd muchas uniones inespecificas (gel

no mostrado).

Para comprobar que la cola de His no estaba accesible, se testd en batch la unién de PfaA a
la resina de niquel en condiciones desnaturalizantes afiadiendo al buffer inicial urea 3N como
compuesto desnaturalizante. Como se observa en la Figura 21C, la proteina PfaA,
indiferentemente de la posicidn de la cola de histidinas, se localiza en el flowthrough; es mas,
apenas se observa proteina en el eluido en la condicién control. Esto hace que nos planteemos
si existe un problema de especificidad, en otras palabras, si la cola de histidinas se une
suficientemente fuerte al niquel utilizando un buffer inicial con 20mM de imidazol. Por ello, se
testd en batch la unién de la cola de histidinas usando distintas concentraciones iniciales de
imidazol (0 mM, 5 mM y 10 mM). La proteina presentd una mejor union a la resina de niquel a
baja concentracion de imidazol (Figura 21D), aunque la mayor parte permanecié en el

flowthrough. Ademas, la unidn inespecifica de otras proteinas también incrementé.

Cabe destacar la aparicién de una banda de mayor tamafio que PfaA y que co-purifica con
esta. Se ha observado que esta banda sélo aparece en ausencia de DTT en el buffer (Figura 21),
pero no cuando este esta presente (Figura 20). El tamafio y la co-purificacion de esta banda,
sugiere que pueda ser un agregado de PfaA, dado que el DTT es un compuesto reductor que se
afade a los buferes para evitar que se produzcan interacciones entre las proteinas, y, por tanto,
para evitar que se formen agregados. En el caso del buffer utilizado con la columna de niquel,
este compuesto no se anade para evitar que reduzca los iones metdlicos. Ademas, se ha
observado que algunas purificaciones en las que se utiliza DTT, aparece esta banda superior si
el buffer no se ha preparado al momento (no mostrado), indicando que el DTT es un compuesto
con una rapida degradacién. Este dato podria indicar que los agregados observados en la
purificacién mediante exclusidon molecular podrian evitarse incrementando la concentracidon del

DTT presente en el buffer.

Por tanto, las distintas aproximaciones de purificacién de PfaA indicaron que el protocolo
mas adecuado seria una precipitacion inicial con sulfato de amonio al 40%, seguida de
cromatografia de intercambio catidnico HP-SP, y posteriormente, cromatografia de exclusion

molecular con la columna Superosa6.

Con el objetivo de comprobar la viabilidad de la proteina obtenida, se inicié una prueba de
medicion de la actividad cetoreductasa del dominio KR de PfaA (Figura suplementaria 2). En
este ensayo se midié la desaparicién del cofactor NADPH mediante espectrofotometria en
presencia de los sustratos de la PfaA, malonil-CoA y acetil-CoA, a distintas temperaturas. El

resultado parece sugerir la presencia de actividad KR a 18 °C, disminuyendo la actividad a

76



Resultados

temperaturas superiores. Sin duda, este ensayo supone tan solo una prueba de concepto, por
lo que es necesario, una vez optimizada la purificacién de PfaA, hacer ensayos para determinar

las concentraciones de proteina, sustratos y demds pardmetros.

4.3.4. Andlisis de la actividad del complejo Pfa

Con el objetivo de determinar el grado de actividad in vitro de las proteinas Pfa a distintas
temperaturas, se puso a punto un ensayo de deteccién de 4acidos grasos marcados
radiactivamente por incorporacidon de sustratos marcados (2-*C-malonil-CoA y 1-*C-acetil-
CoA). Mediante cromatografia en capa fina (TLC) se pueden separar los acidos grasos

metilesterificados (FAME) en funcién del tamafio molecular (Metz et al., 2001; Metz et al., 2009).

En este ensayo, se analizo el impacto de la temperatura sobre la actividad del complejo Pfa.
Se testd tanto la temperatura de crecimiento del cultivo, como la temperatura de incubacion
del ensayo enzimatico. Se utilizaron tres cepas: E. coli BW27783 como control negativo de la
sintesis de DHA, y E. coli BW27783 transformada con pDHA4 y pLGR13, con el objetivo de
comparar la diferencia en la expresién de proteinas Pfa en ambos sistemas. Los ensayos de

actividad se llevaron a cabo como se indica en el apartado de material y métodos.

Lo resultados del ensayo se recogen en Figura 22, en la que se muestra la sefial radioactiva
obtenida tras la separacion de los FAME por TLC; las manchas superiores corresponden a acidos
grasos de cadena corta y media (comigracion con acido oleico metilesterificado), mientras que
el DHA migra por debajo (comigracidn con un patrén comercial de DHA metilesterificado, flecha

blanca).

En los cultivos incubados a 15 °C durante la expresién de las proteinas Pfa (Figura 20,
superior), las cepas portadoras de pDHA4 y pLGR13 presentan dos manchas, los acidos grasos
de cadena corta-media y el DHA. Sin embargo, el control negativo (BW sin transformar) tan sdlo
presenta una mancha correspondiente a los acidos grasos de cadena corta-media. Las manchas
de DHA tanto de BW-pDHA4 como BW-pLGR13 son mas intensas cuando la reaccién de sintesis
de DHA se lleva a cabo a 15 °C, mientras que a 25 °C son mucho mas leves. Ademas, se observa
que la cepa BW-pLGR13 presenta una mancha de mayor intensidad comparada con BW-pDHA4,
lo que indica una mayor sintesis de DHA. Curiosamente, se observa en los cultivos a 15 °C y
ensayados a 15 °C (imagen superior izquierda) que las manchas de acidos grasos de cadena

corta-media disminuyen conforme incrementa el tamafio de la mancha de DHA.
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la sintesis in vitro de DHA en BW, BW-pDHA4 y BW-pLGR13.
El lisado celular de cultivos crecidos a 15°C (imag. superiores) o 25°C (imag. Inferiores) se ha incubado
en buffer fosfato 100 mM suplementado EDTA 1mM y DTT 1mM a pH 7,2. El ensayo se ha iniciado
afadiendo sustratos radiactivos 2-14C-malonil-CoA y 1-14C-acetil-CoA, asi como NADPH como
cofactor esencial de la reaccidn. Las muestras se han incubado durante 1 h a 15°C o 25°C.
Posteriormente, se ha realizado una derivacion de los &acidos grasos a FAME mediante una
metilesterificacidon acida en HCl 0,4% en metanol a 90°C durante 1h. Los FAME se han extraido en
hexano 3 veces, y se han separado 3 veces por TLC en silicagel y hexano-dietil éter en proporcién 95:5.
Se ha utilizado oleato metil éster y DHA metil éster como patrones para identificar las manchas. Las
manchas superiores de cada TLC corresponden a acidos grasos de cadena corta-media (flecha negra),
y las manchas inferiores corresponden a DHA (flecha blanca).

En los ensayos donde las células han crecido a 25 °C, ninguna de las cepas portadoras del
complejo Pfa presenta produccién de DHA. En contraposicidn, se observa que si se sintetizan
acidos grasos de cadena corta-media por actividad del sistema FAS independientemente de la
temperatura de cultivo. Estos resultados parecen indicar que no existe actividad de sintesis de

DHA en los cultivos crecidos a 25 °C.

4.3.5. Modificacion de flujos de carbono

El segundo reto de este trabajo se basa en la hipdtesis de que existe una competicion por
los sustratos comunes (acetil-CoA y malonil-CoA) entre la sintesis de acidos grasos de E. coli
(FAS) y la sintesis de DHA del sistema Pfa de M. marina. En trabajos previos, se ha observado
que el inhibidor de la sintesis de acidos grasos cerulenina incrementa 3 veces la produccién de
DHA en M. marina (Morita et al., 2005) y de 4 veces en C. psycherythraea (Wan et al., 2016). Por
ello, con la intencién de optimizar los flujos metabdlicos de E. coli para mejorar la capacidad de
sintesis de DHA, se testé inicialmente el inhibidor cerulenina en la cepa E. coli BW27783
expresando el plasmido pDHAA4. Posteriormente, se examiné el efecto de la delecion en marco

de distintos genes de E. coli en presencia de este mismo plasmido.
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4.3.5.1. Efecto del inhibidor cerulenina sobre la produccién de DHA

En primer lugar, para comprobar si esta hipdtesis es correcta, se analizé el efecto de la
cerulenina en la cepa de E. coliBW27783 portadora del plasmido pDHA4 (BW-pDHAA4), utilizando
concentraciones subinhibitorias de este antibidtico (< 5 ug/ml). Los cultivos se mantuvieron a
15 °Cdurante 48h, se centrifugaron y posteriormente se analizé su composicién de acidos grasos
mediante cromatografia de gases. Las cepas sin tratar con cerulenina presentaron alrededor de
un 7% de DHA, mientras que el DHA aumentd a 12%, 15% y 17% utilizando cerulenina a
concentraciones 0,5, 1,0y 2,0 ug/ml, respectivamente (Figura 23). Sin embargo, aunque la mejor
produccién se observd utilizando 2 pg/ml de cerulenina, la densidad éptica del cultivo apenas
incrementd, es decir, el crecimiento celular se vio afectado debido a la escasez de acidos grasos
provocada por el bloqueo parcial de la FAS. Por ello, los ensayos posteriores se realizaron
utilizando 1 pug/ml de cerulenina. Bajo estas condiciones, la produccion neta de DHA fue de 2,8
mg DHA/ L cultivo en ausencia de cerulenina, y de 8,1 mg DHA/ L en presencia de 1 ug/ml de

cerulenina.

Asimismo, la cerulenina también tuvo un efecto sobre la composicidon de 4cidos grasos en
BW-pDHAA4. Los acidos grasos de cadena media, como el acido miristico (C14:0), incrementaron
su proporcién en presencia de cerulenina (2% vs 10%), mientras que los niveles de acido

palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1) y el derivado ciclopropano de 17 carbonos (C17cic)
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Figura 23. Alteracion de la composicidén de los acidos grasos mayoritarios en E. coli BW 27783 (pDHA4)
tratados con distintas concentraciones de cerulenina (0-2 pg/ml). Las barras indican el promedio vy la
desviacién estandar. El resultado del test paramétrico se indica con asteriscos de acuerdo con el nivel de
significacion obtenido (*** p<0,0001; ** p<0,001; * p<0,05; no significativo - ns p>0,05).
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no presentan variaciones significativas. Sin embargo, la proporcidon de dacido cis-vaccénico

(C18:1n7) disminuyd visiblemente (23% vs 7%) (ver Figura suplementaria 3).

Estos datos coinciden con resultados descritos por otros autores previamente: en la bacteria
M. marina se observa un incremento del 6 al 19% en el contenido de DHA cuando se trata con
cerulenina (0,5-2 pug/ml) (Kautharapu et al., 2013; Morita et al., 2005), mientras en Colwellia
psycherythraea el contenido de DHA incrementd del 2% al 10% (Wan et al 2016). También se
han descrito variaciones similares en el perfil de acidos grasos en M. marina (Morita et al., 2005),
C. psycherythraea (Wan et al., 2016), o en E. coli expresando heterélogamente el sistema

pfaABCDE de C. psycherythraea (Peng et al., 2016).

Por tanto, estos resultados parecen indicar la presencia de una competicidn por el sustrato
entre ambas rutas biosintéticas, de modo que cuando la cerulenina inhibe la actividad de la FAS
sintasa hay una mayor concentracion malonil-CoA disponible para la PUFA sintasa (van

Summeren-Wesenhagen y Marienhagen, 2015).

4.3.5.2. Efecto de la delecidn del gen fabH sobre la produccion de DHA

Una vez comprobado el efecto de la cerulenina, se planted buscar mutaciones génicas que
permitieran modificar los flujos de carbono, es decir, utilizar una mutacion que mimetice el

efecto de la cerulenina.

Como se ha mencionado previamente, la cerulenina inhibe las enzimas FabB and FabF, dos
de las principales cetosintasas involucradas en la sintesis de 4cidos grasos (Moche et al., 1999).
Ambas enzimas estan implicadas en la elongaciéon de la cadena creciente de acido graso
mediante la condensacidn de unidades de malonil unido a ACP. La tercera KS del sistema FAS es
FabH, la principal enzima de la iniciacidon de la sintesis de acidos grasos, dado que cataliza la
condensacidon de una molécula de malonil-ACP con un grupo acetil-CoA o propionil-CoA. Sin
embargo, FabH no es inhibida por la cerulenina (JanBen y Steinblichel, 2014). Por ello, la
hipétesis que se plantea es que, de forma analoga al efecto de la inhibicién de FabB y FabF por

la cerulenina, la delecidn del gen fabH podria incrementar la produccién de DHA.

Con el objetivo de testar el efecto de la delecidn de fabH, se transformd el mutante portador
de una delecién en marco en el gen fabH de la coleccion KEIO (Baba et al., 2006) con el plasmido
pDHAA4 (AfabH-pDHAA4). Esta cepa se cultivd a 15 °C durante 48 h en ausencia de cerulenina. Se
analizd la capacidad de produccién de DHA, la variacidn de la composicidén en acidos grasos de
la célula, y el crecimiento mediante monitorizacion de la DO 600nm (Figura 24). Respecto al

contenido en DHA, se observa una mejora significativa en la producciéon de DHA causada por la
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delecion del gen fabH, cepa que alcanza el 24 % de DHA (Figura 24A). Este contenido en DHA es
3 veces mayor que la cepa control BW-pDHAA4, siendo la produccion de 11,2 mg DHA/L. Ademas,
la ausencia de la actividad KS de FabH produce una alteracién en la composicion de los acidos
grasos. Comparando el perfil de la cepa BW-pDHA4 y AfabH-pDHA4 se observa un descenso
notable en el 4cido graso C16:0 (36,5% BW-pDHA4 vs 16,7% AfabH-pDHAA4), y C17cic (15,4% vs
3,8%). En contraste, el acido graso de cadena larga cis-vaccénico se incrementa

significativamente (23,5% vs 45,2%) (ver Figura suplementaria 3).

Posteriormente, con el objetivo de analizar el efecto de una inhibicion mas estricta del
sistema, se analiz6 el impacto de la cerulenina sobre la cepa AfabH-pDHA4 (Figura 24B). En este

experimento, la produccidn de acidos grasos se vio alterada simultdneamente por la delecién
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Figura 24. Efecto de la delecidn fabH (A) y el inhibidor cerulenina (B; 1 pg/ml) sobre la produccién de DHA.
A) Composicidn de los acidos grasos mayoritarios de las cepas E. coli BW-pDHA4 y AfabH-pDHAA4 bajo el
efecto de 0 pg/ml de cerulenina. B) Composicion de los dcidos grasos mayoritarios de las cepas E. coli BW-
pDHA4 con 0 pg/ml de cerulenina y AfabH-pDHA4 con 1 pg/ml de cerulenina. C) Cinética de crecimiento
de BW-pDHA4 y AfabH-pDHA4 en ausencia y presencia (1 ug/ml) de cerulenina a 15°C durante 50 horas.
Se utilizaron seis cultivos independientes para cada cepa y condicidon. D) Pardmetros de crecimiento y
produccion de las cepas testadas en presencia y ausencia de cerulenina. Se indica el tiempo de duplicacion
(calculado durante la fase exponencial a partir de los cultivos representados en la el apartado C), y la
produccion de DHA en valores relativos (%DHA respecto al total de acidos grasos) y absolutos (mg DHA
por litro de cultivo).

Todos los resultados se indican como promedio y desviacion estdndar. Los asteriscos indican el nivel de
significacion obtenido (*** p<0,0001; ** p<0,001; * p<0,05; ns p>0,05).
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de fabH y por la inhibicién parcial inducida por la cerulenina sobre FabB y FabF. Bajo estas
condiciones doblemente limitantes, la producciéon de DHA alcanzé el 31,7% respecto al total de
acidos grasos (16,8+1,6 mg DHA/L), 4,9 veces superior a la cepa control BW-pDHA4 sin tratar
con cerulenina. Ademas, se observo una alteracion de otros acidos grasos Figura 24C. En primer
lugar, la proporcidn de acido miristico en AfabH-pDHA4 tratada con cerulenina fue mayor que
BW-pDHAA4 sin tratar (2.3% vs 1.2%), mientras el acido C17cic fue menor en AfabH-pDHA4 que
en el control (4,2% vs 15,6%). Adicionalmente, se observa una reduccién drdstica en la capacidad
de crecimiento (Figura 24C-D), siendo el tiempo de duplicacién 2,5 horas mas lento que BW-

pDHAA4 sin cerulenina (8,8 h vs 5,3 h).

4.3.5.3. Efecto de otras deleciones en marco sobre la produccion de DHA

Enmarcado en la misma estrategia, se testd el efecto sobre la sintesis de DHA de otras
deleciones. Estos mutantes sirvieron ademads para establecer un control del efecto de una
delecion en marco en el sistema en estudio per se. Se seleccionaron y transformaron con el
pldsmido pDHA4 una serie de cepas mutantes de la coleccidon KEIO segun los siguientes criterios

(Figura 25):

(i) Genes relacionados con la biosintesis de acidos grasos: fabF (KS responsable de la
produccién de acido cis-vaccénico), fabR (regulador global del metabolismo de 4cidos grasos) y
tesA (tioesterasa de acidos grasos). Las tres cepas mutadas no mostraron mejoras significativas
respecto de la cepa control, BW-pDHA4. Como se muestra en la Figura 25B, el contenido en DHA
subié desde el 7,5% en BW-pDHA4 al 10,9% en AfabR-pDHA4 y 12,5% en AtesA-pDHA4 bajo las
mismas condiciones de cultivo. Curiosamente, la delecion de FabF tan sélo incrementd la
produccién de DHA hasta 9,1%, un efecto mucho menos notorio que la inhibicion parcial de la
actividad enzimatica FabB y FabF generada por la cerulenina (hasta un 17% de DHA),
probablemente, debido a que FabF actua en los ciclos de elongacion de acidos grasos mas

tardios, como se ha explicado en la introduccion.

(ii) También se analizd el efecto de la delecién de dos genes codificantes para enzimas de la
ruta de degradacion de acidos grasos, con el objetivo de evitar el consumo de DHA: fadE (enzima
de la B-oxidacidn), y fadR (regulador del metabolismo de acidos grasos). Ninguno de estos dos
mutantes mostrod diferencias significativas comparadas con la cepa control, puesto que AfadE-
pDHA4 and AfadR-pDHA4 tan solo tuvieron un incremento en el contenido en DHA hasta el 8,9%

y 10,7% respectivamente.
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Figura 25. Produccion de DHA en mutantes KEIO transformados con pDHA4. A) Esquema simplificado del
metabolismo del carbono de E. coli. Los flujos de reaccidén estan representados por flechas negras (linea
continua si es una reaccion, linea discontinua si son varias reacciones). La reaccién catalizada por FabH
esta indicada en azul claro, y en azul oscuro se indica el resto de proteinas correspondientes a los genes
seleccionados. Las flechas verdes indican una regulacién positiva de la expresién génica; las flechas rojas
indican una regulacidn negativa de la expresidn génica. Abreviaturas: Coa — coenzima A, ACP — proteina
portadora de acilos. B) Porcentaje de DHA respecto del total de acidos grasos en las cepas mutantes
seleccionadas y la cepa control. Se indica el promedio y la desviacidn estandar. El andlisis estadistico se
realizd respecto a la cepa control; se indica con asteriscos solo los resultados significativos (*** - p<0’001).

(iii) Por otro lado, se analizaron los genes de factores de regulacidn relacionados con rutas
del metabolismo del carbono: glpR (represor del regulén del glicerol-3-phosphate), y gntR
(represor de la ruta Entner-Doudoroff). De nuevo, ambos mutantes no mostraron diferencias
significativas respecto de la cepa control, dado que el contenido en DHA tan sélo incrementd

del 7,5% al 9,8% en AglpR-pDHA4 y 11,0% en AgntR-pDHAA4.
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(iv) Por ultimo se analizé la mutacion de genes codificantes para proteinas de regulacidn
relacionadas con el switch metabdlico entre la sintesis y la degradacién de acidos grasos (Janf3en
y Steinbiichel, 2014): phoB y phoP (regulador dual que regula el balance entre sintesis y
degradacion de acidos grasos en funcion del estado energético de la célula), y rpoS (factor sigma
relacionado con la red de regulacién de acidos grasos). Estos mutantes no mostraron diferencias
significativas en el contenido en DHA, puesto que AphoB-pDHA4, AphoP-pDHA4 y ArpoS-pDHA4

contenian un 5,0 %, 9,6% vy 12,9% de DHA, respectivamente.
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4.4. Mejora de la produccion de biomasa a baja

temperatura

Uno de los aspectos mas importantes en la potencialidad de escalado industrial de un proceso
bioldgico como el que se describe en el presente trabajo es la capacidad de produccion de
biomasa. Es decir, es tan importante la optimizacion de la sintesis del compuesto de interés
como la cantidad de células que lo sintetizan. Por ello, en esta segunda rama de estudio se
plantea determinar las condiciones adecuadas para mejorar la biomasa, dentro del rango de
condiciones en las que la sintesis de DHA es dptima. Esto supone un reto dado que el producto
buscado se sintetiza a una temperatura tan baja que el funcionamiento de E. coli se ve afectado

por una reduccion de la velocidad metabdlica de todas sus rutas.

Por este motivo, se ha abordado un proceso de optimizacién de la capacidad de crecimiento de

E. coli a baja temperatura.

4.4.1. Determinacion de la produccion 6ptima de biomasa y DHA

En primer lugar, se realizd un ensayo de crecimiento y produccién simultaneo, con el
objetivo de caracterizar el crecimiento de la bacteria a 15 °C y la fase de crecimiento éptima
para la sintesis de DHA. Se inoculé E. coli BW27783 pDHA4 en LBy se cultivd a 15 °C durante 120
horas. Durante el cultivo, se midid el crecimiento bacteriano por densidad dptica a 600nm, y se

tomaron diversas muestras a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas para su analisis por GC.

En la Figura 26 se observa que el crecimiento a 15 °C de E. coli presenta una fase de latencia
de aproximadamente 12 horas. En ese momento entra en fase exponencial hasta que alcanza la

fase estacionaria a las 48 horas de cultivo, en el que la densidad dptica se estabiliza. Respecto al
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Figura 26. Crecimiento celular y producciéon de DHA en la cepa E. coli BW27783 transformada con el

plasmido pDHAA4. Se representa el crecimiento como la densidad 6ptica del cultivo a 600nm (DO 600nm)
y la produccion de DHA como el porcentaje de DHA respecto del total de acidos grasos.
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contenido en DHA, su sintesis se inicia durante la fase exponencial, alcanzando el valor maximo
al final de esta fase. Posteriormente, el porcentaje de DHA respecto al total de acidos grasos
decrece a lo largo de la fase estacionaria. Por tanto, parece que la sintesis de DHA se produce

durante la fase de crecimiento activo de la célula, y posteriormente es degradado o modificado.

Como prueba de concepto, se realizd un ensayo en el que se promovio inicialmente la
acumulacién de biomasa, y posteriormente se indujo la sintesis de DHA. Es decir, se dividié el
proceso en dos etapas con el objetivo de comprobar si ambos procesos, crecimiento celulary la
sintesis de DHA, estan acoplados. Para ello, se llevé a cabo una primera etapa de crecimiento
bacteriano rapido a 37 °C, seguida de una etapa de induccion de la expresion de los genes
pfaABCDE a 15 °C. Concretamente, se inoculé la cepa E. coli BW 27783 pDHA4 (BW-pDHA4) y E.
coli BW 27783 pLGR13 (BW-pLGR13) en medio LB y se incubd a 37 °C hasta alcanzar una
densidad dptica a 600nm de 2,0. En ese momento, se centrifugaron los cultivos a 4 °C para bajar
la temperatura, y se resuspendieron las células en medio LB concentrando las células 10 veces.
Esta alta densidad celular provoca la entrada del cultivo en fase estacionaria de las células
(Navarro Llorens et al., 2010). A continuacién, se indujo la expresién de los promotores pBAD de
pLGR13 con 0,2% de arabinosa los cultivos concentrados y se incubaron a 15 °C durante 24 h. Se
tomaron muestras de estos cultivos a distintos tiempos para analizar tanto la sintesis de

proteinas como la produccién de DHA.

En el analisis por electroforesis SDS-PAGE de las proteinas Pfa (datos no mostrados), se vio
que aparecian bandas correspondientes a proteinas Pfa a partir de las 8h de inducciéon en la cepa
con el plasmido pLGR13, mientras que no se observaron las proteinas Pfa al expresar pDHA4. En
los analisis por cromatografia de gases de las muestras recogidas a distintos tiempos no se
detectd DHA, tanto usando el plasmido pLGR13 como pDHAA4. Durante este tiempo, la densidad

Optica se mantuvo estable, es decir, no parece que se produjeran divisiones celulares.

Por ultimo, se ha realizado un ensayo en el que se ha promovido el crecimiento celular a 37
°C en la fase de latencia del cultivo, y posteriormente, se ha disminuido la temperatura de
incubacién a 15 °C en el momento que se ha inducido la expresion del promotor pBAD con
arabinosa. Los resultados de este ensayo se recogen en la Figura 27; los cultivos incubados
inicialmente a 37 °C (linea continua) presentan una fase de latencia de 2 horas, mientras que en
los cultivos incubados continuamente a 15 °C es de mas de 12 horas (linea de puntos). Por
consiguiente, los cultivos preincubados a 37 °Cinician la fase exponencial mucho antes, y entran
en fase estacionaria entorno a las 30 horas de cultivo, en lugar de las 50 horas de los cultivos

incubados continuamente a 15 °C. El andlisis de la composicién de acidos grasos indica que no
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Figura 27. Optimizacién de los tiempos de crecimiento en E. coli a 15°C. Las cepas de E. coli BW-pDHA4 y
BW-pLGR13 se incubaron continuamente a 15°C (linea de puntos), o se preincubaron inicialmente a 37°C
durante 1’5 h y posteriormente a 15°C (linea continua). Se tomaron datos de crecimiento por densidad
Optica durante 50 h. Se indica el promedio y desviacion estandar de tres cultivos independientes para
cada cepa y condicidn.

hay diferencias en la produccién de DHA entre ambos protocolos de cultivo, manteniéndose en

el 7% de DHA en ambas cepas.

Por tanto, parece que la sintesis de DHA estd acoplada al crecimiento activo de la célula, es
decir, tanto los acidos grasos como el DHA se producen durante la fase exponencial del
crecimiento bacteriano. Ademads, se ha descrito que una preincubacién de las células a 37 °C

ayuda a reducir el tiempo final del cultivo, siendo este de tan sélo 30 horas.

4.4.2. Introduccion de chaperoninas activas a baja temperatura

A pesar de haber determinado el momento dptimo para la produccién de DHA y biomasa,
asi como haber acortado el tiempo de cultivo, es necesario desarrollar una estrategia que

permita mejorar el crecimiento de E. coli a baja temperatura.

A 15 °C, E. coli crece muy despacio, con tiempos de duplicacion de 5,3 horas en condiciones
de cultivo éptimas (Figura 24D). Esto se debe a que E. coli es una bacteria mesofila, cuyo rango
de crecimiento éptimo se produce entre 21 °C y 42 °C, siendo el maximo a 37 °C. Por ello,
presenta problemas de crecimiento temperaturas inferiores a 20 °C. Este hecho se debe a la baja
actividad de sus chaperoninas GroEL y GroES por debajo de dicha temperatura (Strocchi et al.,

2006), por tanto, no son capaces de asistir a otras proteinas durante su sintesis y plegamiento
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para conformar correctamente su estructura tridimensional. Esto conlleva que el metabolismo

de la bacteria se ralentiza por el mal funcionamiento de sus sistemas basicos.

Con el objetivo de suplir esta carencia de la actividad chaperonina a bajas temperaturas,
Ferrer et al. (2003) expresaron en E. coli los genes cpn60 y cpnl0 de la bacteria psicréfila
Oleispira antarctica, dos chaperoninas analogas a GroEL y GroES cuyo rango de actividad de
plegamiento se encuentra entre 4 °C y 18 °C. Ferrer et al. habian demostradoque la expresion
de Cpn10 y Cpn60 mejoraba la capacidad de plegamiento de las proteinas de E. coli a bajas

temperaturas, permitiendo a la bacteria crecer incluso por debajo de 8 °C.

Por ello, se adquirié la cepa Arctic express (Agilent technologies), una cepa derivada de E.
coli BL21 portadora de un plasmido que expresa constitutivamente las chaperoninas Cpn60 y

Cpn10 de Oleispira antdrctica. En primer lugar, se transformé la cepa Arctic express tanto con el
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Figura 28. Efecto en el crecimiento y produccion de DHA de las chaperonas Cpn60 y Cpnl0 en la cepa
Arctic express transformada con pDHA4 y pLGR13, respecto de la cepa de E. coli BW27783. A-B) Cinética
de crecimiento a 15 °C (A) y 20 °C (B) en las cepas BW27783 y Arctic express transformadas con los
plasmidos pDHA4 y pLGR13 durante 72 de cultivo. Los cultivos se mantuvieron 1’5 h a 37 °C, momento en
el que se bajé la temperatura y se indujo la expresion de los promotores pBAD con arabinosa (0'1%) Las
medidas se tomaron de tres cultivos independientes, tomando tres muestras de cada uno. Se indica en
verde el momento en el que se tomd muestra para el analisis de acidos grasos. C-D) Produccién de DHA a
15 °C (€) y 20 °C (D) a las 24h y 48h desde el inicio del cultivo de las cepas BW27783 y Arctic express
transformadas con los pldasmidos pDHA4 y pLGR13. Se representa el promedio y la desviacién estandar de
los triplicados de cada cepa y plasmido. La significacion de las diferencias esta indicada: *** p<0,0001; **
p<0,001; * p<0,05; no significativo (ns) p>0,05.
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pldsmido original pDHA4 como con el plasmido sintético pLGR13. Posteriormente, se monitorizo
el crecimiento de las células a 15 °Cy 20 °C, y se analizé el contenido en DHA a las 24h y 48h de
cultivo. Como se observa en la Figura 28 (A-B), la cepa Arctic express tiene un crecimiento mas
rapido y alcanza una mayor densidad dptica al llegar a fase estacionaria comparado con la cepa
BW 27783 tanto a 15 °C como a 20 °C. A ambas temperaturas, las células presentan una fase de
latencia larga (> 6 h). A 15 °C, el crecimiento empieza a incrementar a las 26 horas en la cepa
Arctic express. Sin embargo, en BW se mantiene un crecimiento lento hasta llegar a fase
exponencial a las 50 h desde el inicio del cultivo. A 20 °C, el crecimiento exponencial se inicia
entre las 6 y 8 horas, y se alarga hasta alcanzar una DO 600 de 6,5-7,5 en Arctic express,
momento en el que entra en fase exponencial a las 30 horas de cultivo; en BW- pDHA4 se alcanza
la exponencial con una DO600 cercana a 4 a las 30 h de cultivo, mientras que BW-pLGR13
presenta un crecimiento mas lento y continuado hasta las 40-48h, cuando alcanza una DO600
en torno a 3,5. Estos datos de crecimiento indican que hay incremento de biomasa de 2 veces
en términos densidad dptica en las cepas que contienen las chaperoninas respecto a la cepa

control BW.

Respecto a la producciéon de DHA (Figura 28 C-D), el contenido de DHA en la cepa Arctic
express transformada con el plasmido pLGR13 presenta una mejora de 1,6 veces respecto a la
cepa BW-pLGR13 (14,7% vs 9,4%) y de 2,4 veces respecto a BW-pDHA4 (14,7% vs 6,1%) durante
la fase exponencial del cultivo a 15 °C (Figura 28 Ay C, 24h) y de 2 veces respecto a BW-pLGR13
y BW-pDHA4 al final de la fase exponencial a 20 °C (7,1% vs 3,4%, y 7,1% vs 3,6%
respectivamente). Durante la fase estacionaria (48h) no se observan diferencias a 15 °C, sin
embargo, a 20 °C (Figura 28 B y D) la presencia de chaperoninas psicrofilas mejora el contenido
de DHA en 2,7 veces respecto a BW-pLGR13 (5,5% vs 2,0%) y 3,9 veces respecto BW-pDHA4
(5,5% vs 1,4%). La cepa Arctic express transformada con pDHA4 mejoré el crecimiento respecto
a BW-pDHA4 a ambas temperaturas, sin embargo, el contenido de DHA extrafiamente fue entre
2 y 10 veces inferior a BW-pDHA4 en las distintas condiciones testadas. Este hecho podria
deberse a una incompatibilidad entre pDHA4 y el plasmido portador de los genes con10y cpn60,
dado que se ha comprobado posteriormente que comparten el mismo origen de replicacion,
p15A. Adicionalmente, se ha analizado el contenido en DHA de las mismas cepas cultivadas a 25

°C alas 24 y 48h, sin embargo, no se detecté DHA en ninguna de las cepas testadas.
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4.5. Acumulacion de DHA

En el objetivo 3 de este trabajo se pretende desarrollar una estrategia de acumulacion o
secrecién de DHA que permita producir grandes cantidades de DHA, asi como protegerlo de los
procesos degradativos de la célula. Para ello se ha disefiado dos aproximaciones: acumular DHA
en forma de triglicéridos (TAG) mediante el uso de la tDGAT (seccién 1.3.3), o secretar el DHA

en forma de 4cido graso libre (FFA) mediante sobreexpresidn de una tioesterasa (seccién 1.3.2).

4.5.1. Acumulacion de DHA en forma de TAG

La primera estrategia para acumular DHA en la célula se basa en la estrategia utilizada por
los organismos oleaginosos productores de LC-PUFA, los traustoquitridos, los cuales almacenan
los acidos grasos en forma de TAG mediante el uso de las DGAT (Raghukumar, 2008). Por ello,
se propone sintetizar TAG ricos en DHA en E. coli mediante la expresién simultanea del plasmido
pDHA con una enzima DGAT, de modo que las moléculas de DHA producidas por el sistema Pfa

sean incorporadas en TAG.

Como ya se ha comentado anteriormente, previamente se ha descrito la actividad de la
DGAT de T. curvata (tDGAT) bajo el promotor T7 expresado en células E. coli C41 (Lazaro, 2016;
Lazaro et al., 2017). Este enzima es capaz de sintetizar tanto TAG como ceras a 37 °C en E.coli.
Sin embargo, no se ha testado la produccién de TAG a baja temperatura, condicidon éptima para
la sintesis de DHA. Por ello, se cambid el sistema de expresién de tDGAT por el sistema pBAD33.
Guzman et al. (1995) disefiaron la cepa E. coli BW27783 (BW) para la expresion del sistema
pBAD, debido a que esta cepa es deficiente en la ruta de degradacidn de arabinosa y, ademas,
tiene el transportador de membrana de arabinosa que permite obtener un alto nivel de
expresion de los genes bajo el promotor inducible pBAD. Por ello, se construyé el plasmido
pLGR1 mediante ensamblaje isotermo a partir del plasmido pBAD33::tDGAT, al cual se cambid
el cassette de resistencia a cloranfenicol por un cassette de resistencia a ampicilina procedente

del vector comercial pET3a para poder co-expresarlo con el plasmido pDHA4.

Posteriormente, se realizé un ensayo de produccién de TAG y ceras a 15 °Cy 37 °C vy los
lipidos neutros de cultivos saturados se extrajeron para analisis por TLC como se describe en
Materiales y métodos. El andlisis de los lipidos neutros mediante TLC indica que hay una
actividad dual de la tDGAT en la que se producen tanto TAG y como ceras tanto a la temperatura
6ptima para E. coli, 37 °C, como a la temperatura dptima para la sintesis de DHA, 15 °C, (Figura

29). En comparacidn con el control negativo (E. coli BW27783 sin plasmidos), aparecen manchas
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Figura 29. Analisis de la sintesis de TAG y ceras por la tDGAT a distintas temperaturas en E. coli BW27783
con el plasmido pLGR1 (pBAD33-tDGAT). Se utiliza un patrén (S) para identificar los distintos lipidos
neutros: ceras, metil éster de acido graso (FAME), triacilglicéridos (TAG), y acidos grasos libres (FFA).

de TAG y ceras cuando se sobreexpresa la tDGAT. Ademas, la mancha correspondiente a los

acidos grasos libres es menos intensa a 15 °C, en comparacién con los cultivos a 37 °C.

Una vez comprobada la correcta produccidn de TAG a 15 °C utilizando el pldasmido pLGR1,
se introdujeron simultdneamente los plasmido pLGR1 y pDHA4 en la cepa de E.coli BW27783 ,
de forma que la cepa final contiene tanto Pfa sintasa como tDGAT. Esta cepa (BW pLGR1-pDHA4)
se cultivé a 15 °Cy 25 °C con el objetivo de probar la capacidad de tDGAT para incorporar DHA
en TAG.

Los cultivos incubados durante 48 h se analizaron por TLC (Figura 30A). El control negativo,
la cepa BW sin plasmidos no muestra producciéon de TAG o ceras (calles 1 y 2). Cuando la
construccion de tDGAT se expresa Unicamente a niveles basales (calles 3-6) aparecen manchas
débiles de TAG y ceras, y manchas mas intensas de FFA, a ambas temperaturas de incubacién.
Sin embargo, la induccién del sistema pBAD con arabinosa (calles 7-10) aumenta la intensidad
de las manchas de TAG y ceras. Las cepas que contienen ambos pldsmidos muestran un patrén
similar a la cepa que sdlo contiene la tDGAT, es decir, la sintesis de DHA no parece afectar a la
produccién de TAG vy ceras. Por el contrario, disminuye el contenido en FFA en los cultivos

inducidos con arabinosa a 15 °C (calles 7 y 9).

Adicionalmente, se analizé la presencia de DHA mediante cromatografia de gases tanto en
el pellet celular completo, como en las distintas manchas de la TLC. En los pellets celulares no
se detectd DHA a 25 °C en ninguna de las cepas analizadas; sin embargo, a 15 °C se detecté DHA
en todas las cepas que contienen el plasmido pDHA4 (Figura 30B). La cepa BW-pDHA4 presenta
un 6% de DHA. Sorprendentemente, en la cepa BW pLGR1-pDHA4 el contenido de DHA
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Figura 30. Produccion de TAG y DHA en células de E. coliBW27783 transformadas con los plasmidos pLGR1
(tDGAT) y pDHA4 (Pfa). A) La actividad tDGAT a 15°C y 25°C fue analizada mediante el analisis de lipidos
neutros por TLC. Se indica con corchetes la posicion de distintos lipidos neutros. B) Las cepas portadoras
del plasmido pDHA4 fueron analizadas mediante GC. Se representan el promedio y desviacién de tres
réplicas de los cultivos a 15°C; en los cultivos a 25°C no se detecté DHA. El resultado del andlisis estadistico
de los datos mediante el test One-Way ANOVA con post-hoc Tukey. Se indica con asteriscos en funcién
del grado de significacion obtenido (*** p<0,001).

desciende cuando el sistema Pfa se coexpresa con la tDGAT, con una produccion de DHA de 1,1%

sin inducir y 2,7% con arabinosa.

Por ultimo, se analizé el perfil de 4cidos grasos de ceras y TAG por cromatografia de gases.
La escasa muestra de las ceras impidié determinar la composicidon de estas. Sin embargo, si se
consiguié establecer la composicién de los TAG (Tabla 6). Estos lipidos estan compuestos
mayoritariamente por acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1) y cis-
vaccenico (C18:1) independientemente de la presencia del complejo Pfa. Sin embargo, la
proporcién de cada especie de acido graso varia en funcién de la temperatura de cultivo. En

cualquier caso, ninguna de las muestras analizadas contenia DHA en los TAG.

Tabla 6. Composicion en acidos grasos de los TAG producidos por la enzima tDGAT en E. coli BW27783 a
15 °C y 25 °C. Se indican los porcentajes respecto del total de acidos grasos de las especies mas
abundantes.

% Acido graso/total

Cepa y temperatura de cultivo C12:0 C14:0 C15:0 C16:0 Cil6:1 C18:0 C18:1 DHA

BW (tDGAT) 15°C 1,4 24,5 1,0 32,7 23,6 0,9 10,7 0,0

BW (tDGAT + pDHA) 15°C 1,6 26,8 11 31,1 23,5 1,2 11,0 0,0

BW (tDGAT) 25°C 4,0 21,7 3,0 40,3 8,1 3,7 5,0 0,0

BW (tDGAT + pDHA) 25°C 5,9 20,5 4,0 35,5 8,6 4,2 5,2 0,0

Una de las posibles explicaciones de la ausencia de DHA en las manchas de TAG es la

incorrecta extraccidon de los LC-PUFA o su degradacion durante el proceso debido a la alta
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inestabilidad que le confieren las multiples insaturaciones. Se realizd una pequeia prueba en la
que se analizé la composicién en acidos grasos de cultivos de B27783 y BW 27783 expresando
la enzima tDGAT a 15 °C en medio minimo suplementado con aceite de pescado (Figura
suplementaria 4). Con el objetivo de comparar la eficiencia de deteccion de acidos grasos se
analizo tanto el pellet de los cultivos como un raspado de una extraccion lipidica depositada
sobre una capa fina de silice. Comparando la composicién de acidos grasos de los pellets como
de los extractos de manchas en silice se observa que disminuye la cantidad de LC-PUFA
detectada (ALA, DPA, EPA, y DHA), sin embargo, se mantiene o incrementa la proporcién de

otras especies de acidos grasos.

4.5.2. Secrecion de DHA por accion de una tioesterasa

La segunda estrategia planteada para evitar la degradacion de DHA e intentar acumular el
acido graso fue la introduccién de una tioesterasa en el sistema. Las tioesterasas son enzimas
que catalizan la liberacion de los 4cidos grasos de su unidén a coenzima A (Dillon y Bateman,
2004; Meng et al., 2013). Se ha descrito que la acumulacidn de acidos grasos libres (FFA) en el
citoplasma de E. coli provoca una reduccion de la viabilidad celular debido a una
desestructuracion de la integridad de la membrana que provoca una induccidn de la respuesta
frente a estrés y una pérdida de la fuerza del gradiente de protdn asociada a la respiraciéon
aerobia (Lennen et al., 2011). Por ello, como mecanismo de defensa ante su toxicidad, los FFA
son expulsados al exterior de la célula (JanRen y Steinblichel, 2014). Este sistema de eflujo de
acidos grasos probablemente se realice mediante el sistema ArcAB-TolC (Lennen et al., 2013) o
por difusion pasiva (Meng et al., 2013). Aprovechando este sistema natural, se ha observado
que la sobreexpresién de tioesterasas citoplasmaticas induce una acumulacién de acidos grasos
en el exterior de las células (Cho y Cronan, 1995). Ademas de evitar la toxicidad, el rendimiento
de produccion de acidos grasos incrementa, de forma que es una de las aproximaciones mas
utilizadas en estudios de produccién de biocombustibles basados en acidos grasos tanto en E.
coli como en otros microorganismos (JanfRen y Steinblichel, 2014; Ledesma-Amaro et al., 2016;

Lin et al., 2013; Shin et al., 2016)

La tioesterasa utilizada en nuestro trabajo procede de la propia M. marina. El plasmido
pDHA4 contiene, ademas de los genes esenciales pfaABCDE, algunos genes adyacentes del
genoma de M. marina. Se identificé el ORF7 del cluster como una tioesterasa por similitud a
otras proteinas utilizando la secuencia de aminoacidos en una busqueda en la herramienta

BLASTp (National Center for Biotechnology Information, NCBI). Se seleccionaron las secuencias
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identificadas como tioesterasas en microorganismos productores de LC-PUFA (Shulse y Allen,
2011) para posteriores andlisis bioinformaticos: P. profundum SS9 (productor de EPA; 86%
identidad de secuencia frente al ORF7 de M. marina), C. psycherythraea 34H (DHA; 83% id.),
P.ingrahamii 37 (DHA; 80% id.), S.psychrophyla (EPA; 62%), S. baltica (EPA; 56%), y como especie
mas alejada se seleccionéd el Unico traustoquitrido con una tioesterasa identificada,

Auratiochytrium sp. (DHA; 32%).

Se ha realizado un alineamiento multiple de secuencia utilizando la plataforma t-coffee
(Centro de Regulacién Gendmica; Kemena y Notredame, 2009; Di Tommaso et al., 2011), en
particular, se ha usado el algoritmo expresso (Armougom et al., 2006) con el objetivo de utilizar
los datos estructurales en el alineamiento (Figura 31). Como se observa, existe una gran
homologia entre las proteinas de las distintas especies, siendo la mds alejada Aurantiochytrium
sp.; las zonas mejor conservadas se encuentran en el entorno del residuo catalitico (Rodriguez-

Guilbe et al.; 2013), el 4cido aspartico en la posicion 17 (Figura 31, estrella roja,).
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Figura 31. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos identificadas mediante BLASTp (NCBI). Se ha
utilizado el algoritmo Expresso (CRG) para generar un alineamiento multiple de secuencias en base a su
estructura. Posteriormente, se ha identificado las similitudes y estructura secundaria consenso utilizando
la herramienta ESPript. En el esquema se indica la estructura secundaria (a-hélices se representan con
hélices, laminas B con flechas negras, y los giros con las letras TT) asi como el alineamiento multiple de
las proteinas seleccionadas (los aminodcidos se muestran coloreados en negro, gris y blanco en funcion
del % identidad entre las secuencias). Se indica el aminoacido catalitico (D17) con una estrella roja.
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Dado el alto grado de similitud entre M. marina y las proteinas descritas, se utilizé la
secuencia de aminoacidos del ORF7 para encontrar la estructura tridimensional a la que mejor
se ajuste mediante la herramienta bioinformatica protein homology/analogy recognition engine
(Phyre) (Imperial College London; Kelley et al., 2015). EI mejor resultado obtenido fue la
estructura cristalina (PDB: 3r87) de la tioesterasa caracterizada por Rodriguez-Guilbe et al.
(2013) (Figura 32 A-B). Se utilizé la herramienta Pymol para alinear tridimensionalmente ambas

estructuras (Figura 32C) y localizar el centro activo.

Por tanto, dada la similitud tanto en la secuencia como en la estructura secundaria, asi como
por su localizacion proxima al cluster pfa, asumimos que este ORF7 podria ser una tioesterasa,

y que podria utilizar DHA como sustrato.

Por ello, con el objetivo de acumular y secretar DHA en forma de acido graso libre se clond
la tioesterasa codificada en el ORF7 del cluster de M. marina. Para ello se construyeron los
vectores pLGR12 y pLGR15 en los que se inserté el ORF7 bajo el control del promotor
constitutivo fuerte pAnt del pldsmido R388 (Fernandez-Lopez et al., 2014) y un promotor pBAD
inducible con arabinosa (Guzman et al.,, 1995), respectivamente. Estos plasmidos se

introdujeron en E. coli BW27783 junto con el vector pDHA4 y se cultivaron a 15 °C durante 48h.
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Figura 32. Modelado de la estructura tridimensional de la proteina ORF7 de M. marina. A-B) Prediccidn
estructural de la proteina ORF7 (query) utilizando como referencia (témplate) la estructura cristalina del
ORF6 de P. profundum (PDB: 3r87) mediante la herramienta Phyre (Kelley et al., 2015). Arriba, se indica
la prediccidn de la estructura secundaria del query y la estructura secundaria del template (hélices a —
hélices verdes, laminas B — flechas azules, T — hydrogen bonded turn, S — bend, B — puente, G — hélice 3-
turn helix). Se indica el aminoacido catalitico con una estrella roja. C) Alineamiento tridimensional de la
estructura cristalina 3r87 (verde) y el modelo predicho por Phyre del ORF7 de M. marina (verde) utilizando
el visor molecular PyMol. Se indica el aminodcido catalitico en rojo.
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En primer lugar, con el objetivo de detectar el DHA en el medio extracelular, el cultivo se
centrifugd, y se liofilizd por separado tanto el pellet como el sobrenadante. El dato mds llamativo
fue que tan sdlo se detectaba DHA en el pellet de las células que contienen el plasmido pDHA4,
siendo el valor notablemente mas bajo en las cepas que co-expresan la tioesterasa y el sistema
pfa (Figura 33A). Es decir, dado que en el sobrenadante no se detecté DHA en ninguna de las
cepas, podria indicar que el DHA se encuentra en el interior de la célula, bien en el citoplasma

de la célula en forma de FFA, o bien en como parte de los fosfolipidos en la membrana.

En paralelo, se analizo la expresidn de la proteina tioesterasa mediante electroforesis SDS-
PAGE. Como se observa en la Figura 33B, en los cultivos en los que se expresa constitutivamente
la proteina (plasmido pLGR12; calles 3y 5), aparece una banda intensa de 15 KDa. Extrafiamente,
en los cultivos con expresién inducida por arabinosa, la banda de la proteina apenas destaca en
comparacion con la cepa sin expresion de tioesterasa. Esto podria deberse a que ambos
pldsmidos, pLGR15 y pDHA4, contienen el mismo origen de replicacidon, p15A. Por tanto, deberia

sustituirse este sistema de replicacidon por otro compatible.
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Figura 33. Secrecién de DHA en forma de acido graso libre en cultivos a 15°C durante 48h. A) Produccidn
de DHA durante la coexpresidn con la tioesterasa de M. marina. Se muestra el promedio y desviacion
estandar de tres réplicas de pellet celular de cada cepa. Los sobrenadantes no presentaban DHA. B)
Anélisis de proteinas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes de los mismos cultivos. Se
indica con una flecha la presencia de la banda de 15 KDa correspondiente a la tioesterasa. C) Andlisis de
lipidos neutros, tanto en el pellet (izquierda) como en el sobrenadante (derecha), mediante cromatografia
en capa fina de extractos de lipidos neutros. Se muestra solamente la fraccidon correspondiente a los
acidos grasos libres (FFA).
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Por ultimo, a partir de los cultivos centrifugados vy liofilizados, se hizo un analisis de la
composicion de los lipidos neutros mediante TLC del pellet y el sobrenadante del cultivo. Tal
como se muestra en la Figura 33C, aparecen marcas correspondientes a FFA mas intensas en el
pellet del cultivo, observandose un pequefio incremento en la intensidad de las manchas en las
cepas portadoras de la tioesterasa; es especialmente llamativa la diferencia en el patrén en los
cultivos cuya expresion de la tioesterasa ha sido inducida con arabinosa (pLGR15). En el caso del
sobrenadante, destaca que la calle con mayor cantidad de FFA es la correspondiente a la cepa
sin tioesterasa, mientras que las cepas portadoras de la tioesterasa apenas presentan FFA en el
exterior de la célula, independientemente de la presencia del plasmido pDHAA4. Este dato es
llamativo, dado que estudios previos describen que la sobreexpresién de tioesterasas en el
citoplasma de E.coli provocan una exportacion de los FFA al exterior de la célula (JanRen y

Steinbiichel, 2014).

Estos ensayos iniciales indican que la tioesterasa se estd expresando correctamente en el
pldsmido pLGR12, sin embargo, no se detecta una exportacién de DHA al exterior celular. Seria
conveniente desarrollar un sistema de andlisis in vivo e in vitro de la actividad tioesterasa, y

probablemente purificar la proteina para estudiar su actividad in vitro.
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4.6. Evolucion de la cepa productora de DHA

El ultimo objetivo de este trabajo es la obtencion de una cepa evolucionada para
incrementar la capacidad de sintesis de DHA. El plan de trabajo consiste en generar una libreria
de mutantes del pladsmido pDHAA4, y posteriormente realizar un screening en el que se

seleccionen aquellos mutantes con mayor capacidad de produccién.

Por ello, el primer trabajo que se realizd en este apartado fue encontrar un método para
identificar las cepas con mayor contenido en DHA. La estrategia inicial fue adaptar varios
métodos de identificacién de microorganismos ricos en 4acidos grasos w-3 que explotaban
algunas de las propiedades fisicoquimicas que el DHA y otros PUFA confieren a la célula, con el
objetivo final de adaptarlo a un cribado high throughput. En primer lugar, se testd la resistencia
a agentes oxidantes externos proporcionada por la presencia de LC-PUFA en membrana en un
método descrito por Tilay y Annapure (2012), y en segundo lugar, se testd la capacidad
reductora de estas células en un ensayo colorimétrico de reduccién de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (Ryan et al., 2010; Bianchi et al., 2014). Sin embargo, ninguno de los ensayos
mostré diferencias de las cepas productoras de DHA respecto a los controles (datos no

mostrados).

Alternativamente, se optd por una estrategia de autoseleccidon de células ricas en DHA, es
decir, exponer a las cepas mutantes generadas frente a condiciones selectivas en las que la
presencia de DHA en la célula suponga una ventaja ambiental para el crecimiento celular; de
esta forma, previsiblemente, el mutante con mayor contenido en DHA prevalecera sobre otras
cepas empobrecidas en este acido graso, siendo el método ideal para la seleccion de variantes

con una mayor capacidad de produccién de DHA.

1.1.6. Ensayos de competicion

Dados los resultados obtenidos en apartados anteriores, para los ensayos de autoseleccion
se utilizaron las condiciones que previamente se ha determinado como déptimas para la sintesis

de DHA: temperatura de incubacién de 15 °Cy presencia de cerulenina.

Para testar la capacidad de seleccién de estas condiciones se disefié un ensayo de
competicidon en el que, en el mismo recipiente de cultivo, se mezclaron un 50% de células
productoras de DHA, en este caso E. coli BW 27783 pDHA4 con una resistencia gendmica a
rifampicina (BW Riff-pDHA4), y un 50% de células control, E. coli BW 27783 con el pldasmido
pBAD33 sin insertos con resistencia gendmica a acido nalidixico (BW NxR-pBAD33). Estos cultivos
mixtos se incubaron a distintas temperaturas (15 °C, 18 °C, 21 °Cy 28 °C) y se trataron con varias

concentraciones subletales de cerulenina (0, 0,5 y 5 pg/ml). Al final de la fase exponencial, se
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subcultivé cada ensayo de competicidon en medio fresco con una DO inicial de 0,15, y se volvid a
incubar en las mismas condiciones hasta alcanzar de nuevo la fase estacionaria. En cada
subcultivo se tomaron tres muestras de cada matraz, se diluyeron y se sembraron en placas de
LB suplementadas con rifampicina o acido nalidixico para hacer un recuento de unidades
formadoras de colonia (UFC). En la Figura 34, se recogen los resultados obtenidos en estos
ensayos de competicion. Se representa el porcentaje de células portadoras del pldsmido pDHA4

al final de cada subcultivo calculado segun la ecuacion 2:

UFC RifR
UFC RifR + UFC NxR

% pDHA4 = - 100 (Ecuaciéon 2)

En estas competiciones se observa que efectivamente, hay un efecto de seleccién de cepas
ricas en DHA frente a una desaparicion de las células control (Figura 34A). Este efecto parece
estar producido tanto por la temperatura, dado que el enriquecimiento es mucho mas rapido a
15 °C y 18 °C, como por la cerulenina, especialmente a alta concentracidon de cerulenina (5
ug/ml). En el cultivo con mayor capacidad de seleccién (15 °C, 5 ug/ml cerulenina), en tan solo
24 horas de incubacion las células portadoras del pldasmido pDHA4 vy, por ello ricas en DHA,
sustituyen casi por completo a las células control; es decir, parece que los cultivos se enriquecen
en aquellas células capaces de sintetizar DHA cuando las condiciones de crecimiento son mas
restrictivas para el crecimiento celular. En el rango de temperaturas en las que se observa
sintesis de DHA (15 °C, 18 °Cy 21 °C, Figura 34B) aun cuando la concentracidn de cerulenina es
de 0,5 pg/ml este efecto de enriquecimiento de BW-pDHA4 se mantiene, aunque es menos
acusado, mientras que el enriquecimiento desaparece en ausencia de cerulenina. En contraste,
a 28 °C, temperatura a la que no se detecta DHA en las células, el porcentaje de células
portadoras del plasmido pDHA4 se mantiene alrededor del 50% en todo momento,
independientemente de la concentracién de cerulenina. Por tanto, comparando los resultados
de la competicién con el contenido en DHA, se observa que las condiciones que favorecen la
proliferacidn de células portadoras del plasmido pDHA4 estd asociada a un mayor contenido en
DHA. Por ello, estos resultados podrian indicar que la presencia del complejo Pfa favorece el

crecimiento cuando la actividad de sintesis de acidos grasos (FAS) de E. coli se reduce.
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Figura 34. Competicidn entre células ricas en DHA y células control a distintas temperaturas (15°C, 18°C,
21°C y 28°C) y distintas concentraciones de cerulenina (0, 0’5 y 5 ug/ml). A) Porcentaje de células
productoras (calculado mediante la Ecuacidn 2) durante dos subcultivos en fase estacionaria, bajo
distintas condiciones de cultivo. B) Contenido en DHA de los cultivos al final del segundo subcultivo
expresado como porcentaje de DHA respecto al total de acidos grasos.

1.1.7. Cinética de crecimiento en condiciones de crecimiento

restringido

Con la finalidad de dilucidar si el enriquecimiento en células portadoras del plasmido pDHA4

se debe a diferencias en el crecimiento entre la cepa E. coli BW27783 Rif? - pDHA4 y la cepa

control BW27783 Nx® — pBAD33, se han realizado cinéticas de crecimiento de estas cepas en

cultivos axénicos bajo las mismas condiciones a las que se han llevado a cabo los ensayos de
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competicidn. En este caso, se ha monitorizado la densidad dptica del cultivo durante 96h, con

un subcultivo a medio fresco a las 48 horas.

Como se observa en la Figura 35, apenas existen diferencias entre los cultivos BW NxF -

pBAD33 (Figura 35A) y BW Rif? -pDHA4 (Figura 35B) sin cerulenina, o con una concentracion
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Figura 35. Crecimiento a 15 °C de las cepas E. coli BW27783 Nx® — pBAD33 (A, azul) y BW27783 Riff -
pDHAA4 (B, naranja) a distintas concentraciones de cerulenina: 0 pg/ml — tridngulos, 0,5 pug/ml — rombos,
y 5 pug/ml - cuadrados. Se registro la densidad dptica durante 48 horas, se diluyeron los cultivos en medio
fresco con una DO de partida de 0,15, y se monitorizd el crecimiento 48 horas adicionales. C) Cinética de
BW27783 Nx® — pBAD33 (azul) y BW27783 Riff— pDHA4 (naranja) a 28 °C a tres concentraciones distintas
de cerulenina: 0 ug/ml — tridngulos, 0,5 pg/ml — rombos, y 5 pg/ml - cuadrados. En todos los graficos se
indica el promedio y la desviacidn estandar de tres cultivos independientes para cada condicion.
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baja del inhibidor (0,5 pug/ml). Sin embargo, en los cultivos en los que se ha suplementado el
medio de cultivo con 5 pg/ml de cerulenina, el crecimiento celular es muy lento y apenas se
observa un incremento de la densidad dptica. Este efecto es mas drastico en los cultivos BW Nx?
-pBAD33 que apenas presentan un ligero incremento de la densidad éptica, en comparacién con
los cultivos que portan los genes pfa. Este fendmeno podria deberse a la inhibicidn del sistema
de sintesis de acidos grasos de E. coli por la accién conjunta de la inhibicién de FabB y FabF por

la cerulenina.
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El sistema Pfa de sintesis de &acidos grasos poliinsaturados procedente de la y-
proteobacteria M. marina genera una situacion de complejidad metabdlica en la célula
hospedadora, E. coli, ya que esta nueva ruta biosintética requiere de sustratos esenciales para
el funcionamiento de la célula. Los mismos sustratos, malonil-CoA y acetil-CoA, necesarios para

sintetizar la molécula energética por excelencia de una célula, el acido graso.

La degradacién de estas moléculas genera el carbono y energia necesarios para la
sintesis de otras moléculas, mientras que su sintesis supone el gasto tanto de carbono como de
energia. Por ello, la regulacion del metabolismo de acidos grasos es muy estricta y esta asociada
a la situacion energética de la célula (Yao et al., 2012). Asi, los acidos grasos se degradan en
momentos de escasez de nutrientes, y solo se sintetizan cuando hay un excedente de energiay

sustratos.

Sin embargo, la presencia de una ruta metabdlica heterdloga como es la sintesis de DHA
mediante el complejo Pfa, la cual no parece sufrir una accidn reguladora en el huésped, supone
un reto para todo el sistema metabdlico y regulatorio de E. coli. Es decir, se crea una situacion
de gasto energético en la bacteria en la que sistema heterélogo compite por los sustratos para
funcionar, y los desvia de las rutas habituales de la bacteria, mientras que la bacteria en este

caso no es capaz de reducir o bloquear esta actividad.

Adicionalmente, el sistema Pfa requiere una temperatura muy baja, 15°C, para su
funcionamiento correcto. La bacteria E. coli, mesdfila, presenta una baja actividad enzimatica a
dicha temperatura, dado que su capacidad metabdlica se encuentra al 40-50% de la velocidad

6ptima de funcionamiento (Ferrer et al., 2003).

Sumado el efecto de la temperatura sobre la eficiencia enzimatica, y la desviacion de
nutrientes hacia la ruta heterdloga, nos encontramos, a priori, con un sistema sumamente
ineficiente. Sin embargo, el estudio de ciertos aspectos de la biologia de la célula y del

funcionamiento del sistema Pfa nos ha permitido mejorar el rendimiento del sistema.
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5.1. Mejora de la produccion de DHA

El DHA producido mediante el sistema Pfa de M. marina tiene una temperatura dptima de
sintesis de 15 °C. Uno de los retos mas importantes del presente estudio ha sido determinar las
causas a nivel molecular por el que no se detecta sintesis de DHA a temperaturas superiores a
25 °C, con el objetivo de mejorar este aspecto de la produccién que supone que el proceso sea
inviable de escalar industrialmente debido a los altos costes que supone el enfriamiento de los

cultivos.

5.1.1. Los genes pfaABCD tienen una mayor expresion a 15 °C en pDHA4

La primera hipdtesis planteada fue una expresion génica ineficiente a altas
temperaturas. Esta sospecha se basa en la descripcion de la construccion del plasmido pDHA4
(Orikasa et al., 2009), quienes clonaron el clister génico pfa de M. marina completo, es decir, la
expresion de los genes pfaABCD esta dirigida por promotores nativos de la bacteria marina.
Estos promotores podrian presentar problemas de expresion al no ser bien reconocidos por la
magquinaria de transcripcion de E. coli. Por ello, decidimos caracterizar la expresion del plasmido

pDHA4 en E. coli.

En primer lugar, apoyados por la literatura (Allen y Bartlett, 2002), asi como de las
predicciones in silico, conseguimos determinar la presencia del promotor aguas arriba de pfaA
en el plasmido pDHA (Figura 14), y predecir la presencia de un promotor precediendo a pfaCy
otro a pfaD. Con estos datos, decidimos analizar la expresion de estos tres genes mediante RT-
PCR. Los datos obtenidos indican que existe expresion de los tres promotores a todas las
temperaturas analizadas, y que esta expresion pfaA, pfaCy pfaD es mayor a 15 °C, dato que se
correlaciona con el contenido en DHA de las células (Figura 15). Dado que la maquinaria de E.
coli parece estar reconociendo y expresando los promotores heterdlogos a cualquier
temperatura, esto podria indicar que existe algun tipo de factor de transcripcion implicado,
quizas del sistema Cold-shock de E. coli, o que hay estructuras secundarias en la zona reguladora

que estabilizan la maquinaria de transcripcion a bajas temperaturas.

Con el objetivo de mejorar la expresién de los genes pfa, se construyd el pldsmido
sintético pLGR13. En este pldsmido el promotor pBAD dirige la expresidn de los genes pfaABCDE.
Los resultados de RT-gPCR para este plasmido indican que se ha eliminado el impacto de la
temperatura sobre la expresidn de los genes pfa, ya que los niveles de expresion de los genes
pfa son incluso mayores a 25 °C que a 15 °C (Figura 17). Ademas, parece que ha incrementado
la expresion de los genes en el plasmido sintético (pLGR13) respecto a pDHA4. Este incremento

se corresponde con un incremento de la proporcion de DHA a 15 °C, lo cual indicaria que una
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mayor cantidad de ARN da lugar a mayor cantidad de complejo Pfa, y, por ende, a una mayor
cantidad de DHA final. Sin embargo, esta mejora de la expresidn, no supone un cambio en la

cantidad de DHA a 25 °C.

5.1.2. El complejo Pfa reduce su actividad a 25 °C

La mejora de la expresion a 25 °C deberia haber provocado un incremento en la cantidad
de proteina, y por ello, un aumento en la cantidad total de DHA producido a esta temperatura.
Al menos eso ocurre a 15 °C donde, comparando la relacion de DHA y ARN producido, parece
gue una mayor cantidad de complejo Pfa presente permite sintetizar mas moléculas de DHA. Sin
embargo, no esta claro si el incremento de DHA es resultado de un incremento de la actividad
de las proteinas o de la cantidad de enzima presente. Por tanto, se plantea una segunda
hipétesis: la ausencia de DHA a 25 °C puede deberse a una alteracion bien en la sintesis de las

proteinas, o bien en la actividad de las proteinas Pfa.

En primer lugar, se compard del uso de codones entre los genes de M. marina y E. coli.
Se observaron algunas diferencias en la frecuencia de codones, sin embargo, corresponden a

aminodcidos poco frecuentes, por lo que no deberia ser un problema en la sintesis de proteinas.

Posteriormente se compard la capacidad de sintesis de proteinas producida por los
sistemas de expresion pDHA4 y pLGR13. El plasmido pLGR13 presenta mayor cantidad de
proteinas PfaA y PfaC, puesto que se pueden observar a simple vista en un gel SDS-PAGE (Figura
19), probablemente debido al incremento en la expresién descrito. Las proteinas PfaB, PfaD y
PfaE no se ven claramente, puesto que al ser mas pequefias quedan enmascaradas por otras
proteinas de E. coli. Solo se puede suponer, que estas proteinas se estdn sintetizando,
probablemente en mayor cantidad que con el plasmido pDHA4 debido al, ya argumentado,
incremento en la expresién. Adicionalmente. Si se compara la sintesis de proteinas a 15 °Cy 25
°C, se observa que a 25 °C aparece mayor cantidad de proteinas Pfa en el pellet de sonicacion,
lo que indicaria que las proteinas forman agregados, probablemente por un problema de
plegamiento. Seria necesario purificar las cinco proteinas y realizar ensayos de actividad y de
plegamiento para determinar si alguna de las proteinas pierde su estructura, y por tanto su

actividad, a temperaturas superiores a 20 °C.

Con estaidea, se intento purificar PfaA, la mayor de todas las proteinas Pfa del complejo.
Debido a su tamafo y complejidad, tan solo se ha conseguido purificar una pequefa cantidad
de PfaA activa. Cabe resaltar que PfaA podria formar agregados proteicos o multimeros (Figura
20 y Figura 21; bandas superiores, cercanas al borde del gel) en ausencia del agente reductor

DTT. Esto puede deberse a que hay interacciones entre varias unidades de PfaA o que presenta
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dificultades en el plegamiento, y por ello tiende a agregar. Esto explica los malos resultados
obtenidos en las columnas de afinidad por Ni, puesto que el buffer utilizado no contiene DTT.
Seria necesario utilizar alguna estrategia que permita mejorar la estabilidad de PfaA, como
puede ser generar proteinas de fusién con colas de estabilidad. Otra posible estrategia podria
ser utilizar equipos de electroforesis preparativa en condiciones nativas, que permita purificar

grandes voliumenes de muestra, sin las restricciones de tamafio de los agregados.

La fraccidn final se ha utilizado para determinar si la proteina obtenida era activa
mediante un ensayo de unién a sustrato, en el que se ha observado que, efectivamente, la mayor
sefial obtenida es a la altura de PfaA. Ademas, se inicié un ensayo de actividad cetoreductasa,
aunque la escasez de proteina purificada tan solo ha permitido realizar ensayos preliminares
(Figura suplementaria 2). Debido a la falta de réplicas, no es posible sacar conclusiones claras,
sin embargo, las tendencias de las cinéticas de reaccidn parecen indicar que podria haber un

efecto de la temperatura sobre la actividad KR.

Por tanto, el anadlisis de expresidn de proteinas no ha generado una informacion
concluyente acerca de la correcta sintesis de las proteinas Pfa. Para mejorar la compresién sobre
el sistema proteico se puso a punto un ensayo de sintesis in vitro de DHA utilizando los extractos
crudos de distintos cultivos celulares (Figura 22). En este ensayo se observé que el complejo Pfa
pierde actividad a 25 °C. Si se comparan los datos in vivo (analisis de acidos grasos por GC) con
los datos in vitro (seccién 4.1.4), se deduce que el complejo Pfa pierde actividad conforme se
incrementa la temperatura. Curiosamente, este ensayo in vitro muestra que los extractos
obtenidos de células cultivadas a 15 °C presentan una sintesis de DHA elevada cuando el ensayo
se lleva a cabo a 15 °C, al contrario que en células cultivadas a 25 °C, en las que no se observa
sintesis de DHA. Estos datos indican no sélo que hay una pérdida de actividad del complejo al
incrementar la temperatura, sino que probablemente esta se deba la alteracion de la estructura,
bien de las proteinas completas o bien de los centros activos. Este hecho podria deberse a que
el complejo Pfa procede de una bacteria psicrofila, y por ello, sus proteinas estan adaptadas a
funcionar a temperaturas muy bajas. Varios estudios sobre proteinas psicréfilas muestran que
estas presentan una estructura termolabil; es mads, se ha observado que el centro activo pierde
su funcionalidad a temperaturas mucho mas bajas que la temperatura de desplegamiento (D
’amico et al., 2003). Esto se debe a que este tipo de proteinas en general, presentan centros
activos mucho mas abiertos que facilitan la entrada de los sustratos (Feller, 2013). Por tanto, es
posible que las proteinas Pfa estén perdiendo su actividad catalitica a altas temperaturas debido

a la desordenacion del centro catalitico, aunque mantengan la estructura en la proteina.
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Esta hipdtesis esta apoyada por los resultados de produccién de DHA en presencia de
chaperoninas psicrdfilas. El hecho de que se incremente el contenido en DHA en la cepa Arctic
express transformada con pLGR13 podria indicar que las proteinas sobreexpresadas estarian

plegdndose adecuadamente auxiliadas por las chaperoninas Cpn10 y Cpn60 (Figura 28).

En conclusidn, la mejora de la sintesis de DHA se ha realizado mediante la sustitucién de
los promotores nativos que dirigen la expresién de los genes pfa. Ademas, se ha determinado
que la temperatura éptima de sintesis de DHA es de 15 °C debido a que la actividad del complejo

Pfa es maxima a esa temperatura, e indetectable a 25 °C.

5.2. Mejora de la disponibilidad de sustrato para Pfa

La principal meta de este trabajo es obtener una cepa de E. coli con una capacidad
mejorada de producir DHA. En estudios previos, se ha sugerido la existencia de un mecanismo
de competicidn por sustrato entre el sistema de sintesis de DHA (Pfa) y el sistema de sintesis de
acidos grasos candnico de la bacteria (FAS) (Hauvermale et al., 2006; Naoki Morita, Nishida, et
al., 2005; Wan et al., 2016). Esto se debe a que el malonil-CoA y el acetil-CoA son los sustratos
de ambas rutas, ya que se utilizan la misma reaccidn inicial de condensacién de Claisen mediada

por cetosintasas.

Se ha descrito que el uso de concentraciones subinhibitorias de cerulenina alteran
parcialmente la actividad KS de FabB y FabF del sistema FAS, lo que, consecuentemente,
incrementa la concentracion intracelular de malonil-CoA disponible para otras rutas metabdlicas
(van Summeren-Wesenhagen y Marienhagen, 2015). Adicionalmente, se ha publicado que la
cerulenina no inhibe la actividad del sistema Pfa procedente de Thraustochytrium sp. en la
produccién heterdéloga de LC-PUFA en E. coli (Hauvermale et al., 2006). De modo que parece que
el sistema Pfa utiliza el malonil-CoA intracelular para la produccién de DHA, cuya disponibilidad

incrementa cuando la ruta candnica FAS estd parcialmente bloqueada.

Los resultados in vivo mostrados en este trabajo (secciéon 4.1.5.2) sugieren que el
incremento de la produccién de DHA en el mutante AfabH (Figura 24) podria deberse a un efecto
similar al de la cerulenina. En ambos casos, la ruta de sintesis de acidos grasos FAS esta alterada,
lo cual provoca una acumulacidon de sustratos. Esto podria indicar que la disponibilidad de
malonil-CoA es un cuello de botella para la producciéon de DHA en el sistema heterélogo. Como
se muestra en el modelo (Figura 36), los datos sugieren que existe un mecanismo de

competicidn por sustrato entre los sistemas FAS y Pfa (Giner-Robles et al., 2018).
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Figura 36. Esquema del modelo para la utilizacién metabdlica de acetil-CoA y malonil-CoA por los sistemas
de 4cidos grasos candnico (FAS) y heterdlogo (Pfa). En una célula portadora del sistema Pfa, se establece
una competicién entre las rutas biosintéticas FAS y Pfa por el malonil-CoA. Este sustrato es comunmente
consumido por la sintasa FAS para la produccion de acidos grasos saturados e insaturados mediante una
serie de ciclo consecutivos compuestos por las reacciones de ceto sintesis (KS), ceto reduccion (KR),
deshidratacién/isomerizacion (DH) y enoil reduccidn (ER). La inhibicion parcial de la reaccidn inicial de KS
mediante la adicién de cerulenina (sefial de bloqueo negra) o la delecidn de fabH (cruz roja, KO) podria
beneficiar a la produccién de DHA debido a una disminucién de los sustratos por la FAS, de forma que
estos son redirigidos hacia la ruta biosintética de Pfa.

Como se ha mencionado en la introduccidn, FabH es la enzima responsable de la
iniciacion del primer ciclo de elongacién en la ruta de sintesis de acidos grasos. Cataliza la
condensacién de malonil-ACP y acetil-CoA para dar lugar a acetoacetil-ACP. En ciclos
posteriores, esta reaccidon es catalizada por FabB primero hasta acido palmitico y palmitoleico,
y FabF en los ultimos ciclos de elongacidon hasta dar lugar al acido cis-vaccénico (Edwards et al.,
1997; JanRen y Steinblchel, 2014). Sin embargo, fabH no es un gen esencial (Yao et al., 2012) a
pesar de tener una actividad tan temprana en el ciclo, por lo que posiblemente fabB o fabF estén
sustituyendo parcialmente esta actividad. De hecho, existen ensayos in vitro que describen una
actividad secundaria de FabB y FabF en la que catalizan la descarboxilacién de malonil-ACP v,
posteriormente, la condensacidn de este con otra molécula de malonil-ACP (Alberts et al., 1972).
Este efecto se ha observado in vivo en una cepa mutante de Lactococcus lactis a la que se le

deleciond fabH, en la que se mantenia un 10% de actividad de sintesis de acidos grasos (Lai y
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Cronan, 2004). Cronany Thomas (2009) también argumentan que la sintesis residual observada

en L. lactis AfabH podria deberse a la actividad secundaria de FabB y FabF.

La actividad secuencial de las KS también explica por qué la delecidn de fabH tiene un
impacto mayor sobre la sintesis de DHA (aumento de 4 veces respecto al control) que la
inhibicidn por cerulenina (aumento de 2,8 veces). Curiosamente, la delecion de fabF no tuvo un
efecto notable sobre la produccién de DHA (Figura 25A), probablemente debido a que la
presencia de acido vaccénico no es esencial (Garwin et al., 1980), y que en ese punto de la ruta

metabdlica disminuye la cantidad de malonil-CoA consumido.

El andlisis del resto de mutantes KEIO seleccionados muestra que la delecién de genes
implicados con la regulacién del metabolismo de 4cidos grasos no tuvo un impacto significativo
sobre la sintesis de DHA. Los reguladores transcripcionales FabR, FadR y RpoS, asi como PhoB y
PhoP, coordinan la biosintesis y degradacién de acidos grasos en respuesta a la situacion
energética de la célula (JanRen y Steinblichel, 2014). Por ello, cabria esperar que la eliminacion
de alguno de estos reguladores tuviese un impacto sobre la sintesis de DHA. Sin embargo,
ninguno de ellos alterd significativamente el contenido en DHA de las células. Tan sélo se puede
especular que, debido a la estricta regulacidén de las rutas metabdlicas de los acidos grasos,
probablemente existen varios niveles de regulacién, y que estos modulan las distintas enzimas

clave de las rutas que responden al estatus energético de la célula (My et al., 2013).

Otro aspecto llamativo de estos resultados fue en el mutante relacionado con la
degradacion de acidos grasos. Se selecciond fadE con la intencién de reducir la degradacion
general de acidos grasos, ya que FadE es la enzima inicial de la B-oxidacidn encargada de catalizar
la oxidacion de las moléculas de acil-CoA mediante la introduccidn de un grupo enoil en la
cadena. Previamente, se habia descrito que la delecién de fadE provoca la acumulacion de
compuestos acil-CoA debido a su incapacidad de degradarlos (Dirusso et al., 1999; Campbell y
Cronan, 2002). Probablemente, el efecto mas impactante de esta delecion se encuentre en la
acumulacidn de lipidos totales (no analizado), en lugar de en el cambio de la composicién del

perfil de acidos grasos. En consecuencia, el contenido relativo de DHA se mantiene estable.

A pesar del incremento en la sintesis de DHA, la delecidon de fabH presenta un handicap
importante: la disminucién de la tasa de crecimiento de la bacteria. Los datos de cuantificacion
indican que la productividad total de las cepas mutantes incrementa, a pesar de la disminucién
en el crecimiento (Figura 22C-D). Sin embargo, es necesario incrementar la capacidad de
crecimiento de estas células y que la acumulacién de biomasa sea aceptable para que el proceso

industrial sea viable. Por ello, se propone realizar mutantes condicionales, de forma que tan solo
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se disminuya la expresion de ciertos genes en condiciones dptimas para la sintesis de DHA. Otra
opciodn seria insertar en la célula un sistema interferente (como ARN interferente o el sistema
“deadCRISPR”) de forma que se reduzca en un momento determinado la produccién de enzimas
de sintesis de acidos grasos como FabH, FabB, FabF o FabD, asi como enzimas de la B-oxidacidn
como FadE/FadH, con el objetivo de maximizar los flujos de sustrato en direccion a la sintesis de

DHA, asi como reducir su degradacién durante la fase de sintesis de DHA.

En conclusién, los datos obtenidos en este ensayo sugieren que para incrementar la
concentracién intracelular de malonil-CoA es necesario interceptar la ruta metabdlica en las
reacciones iniciales de condensacién de la ruta, o incluso antes, momento en el que el sustrato
se une a la ACP y queda determinado hacia la sintesis de acidos grasos candnica. Siendo FabH la
Unica enzima no esencial en la iniciacién de la sintesis de acidos grasos, la convierte en una

buena diana para la alteracién de esta ruta metabdlica.

5.3. Mejora de la produccion de biomasa

Uno de los datos mds importantes en un sistema de produccion microbioldgico
industrial es el balance éptimo entre la produccién de biomasa, la produccién de metabolito de

interés y el tiempo minimo necesario para ello.

5.3.1. Determinacion de la fase dptima de produccion de DHA

Por ello, en primer lugar, se determind la fase de crecimiento dptima para la sintesis de
DHA. En la Figura 26 se observa que el maximo contenido en DHA del cultivo es al final de la fase
exponencial. Zhang y Rock (2008) escriben que “no existe un destino alternativo considerable
para los acidos grasos en la mayoria de bacterias, ya que todos los acidos grasos de cadena larga
producidos por la ruta FAS son incorporados a las membranas”. Esto podria indicar que el
destino del DHA esta asociado a la sintesis de membrana celular, y por ello, la acumulacién de

DHA tan sélo es activa durante la division celular.

Ademas, se observa que el porcentaje de DHA disminuye a medida que avanza la fase
estacionaria, lo cual podria indicar que el DHA estd siendo modificado o degradado por enzimas
especificos de la fase estacionaria. Durante esta fase estacionaria, se producen multiples
cambios provocados por la expresion del factor sigma especifico de esta fase, RpoS, con el
objetivo de preparar a la célula para la supervivencia. Uno de los principales procesos es la
reduccion de la divisidn celular y el enanismo (Nystrom, 2004). El enanismo produce células
esféricas y mas pequefias mediante un proceso de autodigestidn, en la que se utiliza material

procedente de la envuelta como fuente de carbono y energia (Reeve et al., 1984). Este cambio
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en el metabolismo entre ambas fases de crecimiento podria explicar porque el DHA se acumula
durante la fase exponencial de crecimiento, en la que se sintetiza la membrana y el DHA se
incorpora activamente en los fosfolipidos, asi como la disminucién del acido graso durante la

fase estacionaria, en la que es utilizado para mantener a la célula en funcionamiento.

Esta reflexion esta apoyada por el ensayo de crecimiento seguido por un periodo de
produccién (apartado 4.2.1). Durante la fase de obtenciéon de biomasa a 37 °C se consiguio
acumular un gran nimero de células, las cuales se concentraron. Este proceso de concentracion
pard la division celular. Posteriormente, se anadio el inductor de la expresidn de los genes pfa 'y
se disminuyd la temperatura de incubacion. El resultado de la expresion de estos genes a baja
temperatura fue ausencia de DHA en las muestras. Esto se debe a que las células no se dividieron
durante la fase de induccion, por lo que la ausencia de DHA en la membrana apoya la hipotesis
de que es necesario que la membrana esté en formacion o remodelacién durante la sintesis de
DHA, con el objetivo de que este sea utilizado como sustrato en la sintesis de fosfolipidos de

membrana y asi quedar protegido frente a los procesos degradativos de la célula.

Por tanto, el DHA, al igual que sucede el resto de acidos grasos de E. coli, el DHA tan sdlo
tiene dos destinos en la célula: bien formar parte de los fosfolipidos de membrana, o bien ser

degradado.

5.3.2.  Optimizacion del crecimiento de E.coli a baja temperatura

Una vez determinada la temperatura y fase de crecimiento adecuada para la sintesis de
DHA, se propuso optimizar la produccién de biomasa. Como se ha visto, la sintesis de DHA se
lleva a cabo efectivamente por debajo de 25 °C, siendo su produccidon éptima a 15 °C. La
produccién de biomasa a esta temperatura es bastante limitada debido a las dificultades que
tienen las bacterias mesdfilas de crecer por debajo de los 25 °C. En estas bacterias, la actividad
chaperona es un factor limitante debido a que se inactivan los sistemas GroEL/GroES (Ferrer et
al., 2003); por ende, disminuye la actividad de las proteinas housekeeping de E. coli (Strocchi et
al.,, 2006). Por otro lado, el sistema Pfa utilizado en este trabajo procede de una bacteria
psicrofila. Diversos autores sugieren que para una sintesis adecuada de proteinas de origen
psicrofilo es necesario que la formacion de las proteinas se lleve a cabo en condiciones de
temperatura que aseguren el correcto plegamiento y, por ello, que permita mantener la

actividad y la integridad estructural (Bjerga et al., 2016).

Por ello, se opté por implementar una estrategia de bioingenieria en la que se ha convertido

E. coli en un hospedador psicrofilo. Esta tactica ha consistido en introducir un sistema de
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chaperoninas de origen psicrdfilo en E. coli, Con10y Cpn60 de O. antarctica (Ferrer et al., 2004;
Ferrer et al., 2003), de forma que estas enzimas complementen la actividad de GroEL/GroES
reducida por la baja temperatura. Los ensayos de sintesis de DHA y capacidad de crecimiento
en presencia de estas proteinas indican que hay una mejora en la velocidad de crecimiento y
una mayor sintesis de DHA a 15 °Cy 20 °C (Figura 28). Por tanto, los resultados parecen indicar
que la velocidad metabdlica de E. coli ha mejorado debido a un incremento de capacidad de
plegamiento de proteinas. Por ello, el incremento de la sintesis del contenido en DHA puede
deberse tanto a que incrementa la disponibilidad de sustratos y cofactores debido a una mayor

actividad de las rutas anabdlicas del carbono, como la glicdlisis y el ciclo de Krebs.

5.4. Acumulacion de producto final

En el apartado anterior, asi como en la introduccién se ha explicado que el Unico destino
posible en una bacteria no oleogénica como E. coli es laincorporacién del DHA en los fosfolipidos
de membrana (Zhang y Rock, 2008). Con el objetivo de proteger y acumular el producto final se
han utilizado dos herramientas biotecnoldgicas claves en diversos estudios de produccién de

lipidos a gran escala.

5.4.1. Acumulaciéon de DHA en triacilglicéridos

La primera estrategia ha consistido en introducir la enzima DGAT de Thermomonospora
curvata con el objetivo de sintetizar triacilglicéridos ricos en PUFA, es decir, almacenar DHA en
forma de TAG. Anteriormente, ya se habia conseguido sintetizar TAG mediante expresion
heterdloga en E. coli de esta enzima a 37 °C utilizando el sistema de expresidon T7 en la cepa de
E. coli CA1 (Lazaro, 2016; Lazaro et al., 2017). Sin embargo, no se consiguié detectar DHA en los

TAG al coexpresar ambos sistemas.

Dado que el complejo Pfa parece no ser activo por encima de los 20 °C, en este trabajo se
ha desarrollado un sistema en el que se ha conseguido acumular una pequefia proporcién de
TAG a 15 °C utilizando el sistema pBAD para expresar la enzima tDGAT en la cepa E. coli
BW27783 (Figura 29). Ademas, se ha expresado el sistema Pfa junto con la tDGAT con el objetivo
de introducir el DHA producido en los TAG. Los andlisis de GC indicaron que, a pesar de estar
produciéndose DHA, este no se encuentra entre los acidos grasos que componen los TAG; es
mas, no se encuentra en ninguno de los lipidos neutros analizados. Por tanto, con toda

probabilidad el DHA esta siendo usado para la sintesis de fosfolipidos.
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Uno de los principales resultados de esta seccidn es la ausencia de DHA en los TAG. Se han
planteado distintas explicaciones para este resultado. En primer lugar, los resultados recogidos
en la Tabla 6 sugieren que la tDGAT no utiliza DHA como sustrato, puesto que los TAG estan
compuesto mayoritariamente por acido miristico, palmitico, palmitoleico y cis-vaccénico, de
igual forma que se describid previamente a 25 °C (Lazaro, 2016). Esto podria deberse a que la
enzima no es capaz de utilizar DHA como sustrato bien por el tamafio de la cadena, o bien por
el numero de insaturaciones. Es decir, la conformacidn tridimensional del DHA podria provocar
dificultades en el acceso de la molécula al centro activo de la tDGAT, y por tanto, ausencia de
actividad catalitica sobre este acido graso. Por ello, seria necesario realizar otros experimentos

gue ayuden a determinar el rango de sustratos de la tDGAT.

Alternativamente a la hipdtesis de la especificidad de sustrato, una explicacion podria ser
la ausencia de actividad Acil-CoA Sintetasa (ACS) sobre DHA. Las DGAT utilizan acidos grasos
activados, es decir, una enzima ACS afiade un grupo CoA a la molecula de FFA, de manera que
la forma activada puede ser utilizada en distintas rutas metabdlicas. Se ha descrito que las ACS
presentan un rango estrecho de sustrato sobre los que actuan, por tanto, es probable que E. coli

no contenga una enzima ACS capaz de activar DHA (Metz et al., 2009).

Ademas de no conseguir proteger el DHA en TAG, los resultados de GC sobre los cultivos
indican que la presencia de tDGAT en células que expresan el sistema Pfa provoca un descenso
del contenido en DHA (Figura 30B). En ausencia de tDGAT, el sustrato disponible se distribuye
entre el sistema FAS y el sistema Pfa para sintetizar acidos grasos de cadena media-larga y DHA
respectivamente, que se incorporan a los fosfolipidos de membrana. En presencia de la tDGAT,
los productos sintetizados por el complejo FAS se utilizan para sintetizar tanto fosfolipidos como
TAG, mientras que el DHA tan solo puede dirigirse hacia la sintesis de fosfolipido. Por ello, podria
haber un efecto sumidero de los acidos grasos producidos por la FAS, que provoque un
incremento de la sintesis de estos. Esto incrementaria el consumo de sustrato libre, redirigiendo
el flujo de sustratos hacia la sintesis de acidos grasos de FAS. En consecuencia, debido a la
competicion por sustrato (Figura 36), la sintesis de DHA se veria reducida (6% vs 3%) por escasez

de malonil-CoA disponible.

Por tanto, es necesario corregir la capacidad de la tDGAT de utilizar DHA, o bien sustituir
esta enzima por otras con un mayor rango de especificidad de sustrato y que presente mayor

actividad a 15 °C.
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5.4.2. Secrecion del DHA al medio

La segunda estrategia de acumulacidn y proteccidon de DHA ha consistido en utilizar una
tioesterasa para acumular el 4cido graso en forma de FFA en el citoplasma o en el exterior de la
célula. Para ello, se ha identificado una enzima tioesterasa mediante analisis de secuencia con
una tioesterasa activa sobre LC-PUFA previamente descrita por Rodriguez-Guilbe et al. (2013).
Por tanto, se plantea la hipdtesis de que la proteina codificada por el ORF7 en M. marina podria
ser una enzima tioesterasa activa sobre LC-PUFA, y, en consecuencia, su expresion

incrementaria la concentracidon de DHA libre en el citoplasma de la célula, o en el medio externo.

A pesar de la prometedora perspectiva de clonar y sobreexpresar la tioesterasa en E. coli
junto con los genes pfa, los datos de cromatografia de gases, electroforesis SDS-PAGE y TLC
(Figura 33), indican que, aunque se observa expresidn de la proteina, la co-expresion de ambos
plasmidos afecta a la produccién de DHA y reduce la presencia de FFA en el citoplasma y en el
exterior de la célula. Se han planteado varias opciones que podrian explicar este efecto. Desde
que la tioesterasa no sea activa en las condiciones experimentales testadas, hasta que no utilice
DHA como sustrato. También es posible que la cepa no secrete correctamente los FFA o que la
acumulacién sea insuficiente para hacer notorio este eflujo. Como control experimental, deberia
haberse utilizado una tioesterasa previamente testada, como la tioesterasa citosdlica ‘TesA (Cho
y Cronan, 1995) o la tioesterasa de P. profundum (Rodriguez-Guilbe et al., 2013), con el objetivo

de comprobar el efecto de la sobreexpresidon de este tipo de enzima en BW-pDHA4.

Un dato curioso extraido de estos ensayos es que, en ausencia de la tioesterasa (BW-
pLGR13), no se observa un efecto negativo sobre la sintesis de DHA respecto a los datos de
cultivos en presencia de la tioesterasa (BW-pDHA4) (Figura 17). Esto podria indicar que la
tioesterasa no es esencial para la liberacion del acido graso del complejo Pfa, tal y como sucede
en P. profundum cuando se deleciona la tioesterasa ORF6 (Oyola-Robles et al., 2014). Por tanto,
la liberacion del DHA se debe producir por otros mecanismos (Oyola-Robles et al., 2014; Yoshida

et al., 2016) (seccién 1.2.4, “Sintesis de LC-PUFA”)

Por tanto, sélo cabe concluir que ambas aproximaciones han sido una prueba de concepto
con la intencion de mejorar la sintesis y recuperacién de DHA en este sistema. Sin duda, es
necesario continuar caracterizando estas proteinas y sus propiedades fisicas, quimicas vy

enzimdticas antes de poder continuar con esta estrategia.

Por otro lado, dada la ineficiencia de las ambas aproximaciones descritas, una posible
alternativa para incrementar la acumulacion de DHA en la célula podria ser explotar los

mecanismos enddgenos de la propia bacteria hospedadora; es decir, mejorar la insercion del
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DHA en los fosfolipidos o incrementar la cantidad de fosfolipidos totales en la célula. Existen
cepas de E. coli con un mayor sistema membranoso (Carranza et al., 2017), en las que se podria
introducir el sistema heterélogo Pfa. Esto permitiria incrementar el contenido lipidico total, y

consecuentemente, el DHA total de la célula.

5.5. Evolucion natural de un sistema de sintesis de DHA

El dltimo de los objetivos tiene como reto conseguir una mejora general del sistema de
produccién de DHA; es decir, una optimizacion de los parametros de crecimiento y produccion
como son la capacidad de sintesis de DHA, la velocidad de crecimiento de la bacteria, y la

acumulaciéon de DHA en la célula.

En este trabajo, se ha optado por llevar a cabo una evolucién de las cepas. En una estrategia
de evolucién, se busca inducir la acumulacién de mutaciones en el genoma de forma que se
incremente la diversidad genética poblacional, esto se traduzca en una diversidad fenotipica

poblacional.

Entre los distintos mutantes generados, es necesario seleccionar aquellos cuyo fenotipo sea
de interés para los objetivos del experimento. Por ello, se ha realizado un primer ensayo en el
gue se ha investigado cuales son las condiciones que generan una ventaja selectiva a las
bacterias capaces de sintetizar DHA. Utilizando conocimientos previos, se hipotetizé que una
baja temperatura podria favorecer la presencia de DHA y otros LC-PUFA, ya que los LC-PUFA
podrian jugar un papel importante en el mantenimiento de la integridad de la membrana en a
esta temperatura (Yoshida et al., 2016), y porque es la temperatura dptima de sintesis de DHA
en el sistema en estudio. Asimismo, mediante la explotacion de la competicion por sustrato de
los dos sistemas de sintesis de acidos grasos FAS y Pfa descrita previamente en el apartado 4.1.5
de los resultados y argumentado en el apartado 5.2 de la discusién, es previsible que aquellas
cepas con mayor capacidad de sintetizar acidos grasos mediante sistemas alternativos, como el
DHA, crecerdn mas deprisa en condiciones de inhibicidn de la sintesis de dcidos grasos bien sea

mediante el uso de cerulenina o la delecién de fabH.

En el ensayo de competicion descrito en el apartado 4.4.1 de los resultados se testaron
ambos parametros, temperatura e inhibicion parcial de FAS. Los resultados indican que
aplicando unas condiciones que restrinjan la actividad de la FAS, por ende, el crecimiento o
division de celular, favorecen la selecciéon de células con mayor capacidad de producir acidos

grasos en estas condiciones.

En las condiciones descritas, la cerulenina inhibe el crecimiento celular de ambas cepas

debido a que se disminuye la capacidad de sintetizar acidos grasos, actividad que determina la
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velocidad de crecimiento y el tamanfio celular (Yao et al., 2012). Es decir, posiblemente tan solo
las células capaces de formar fosfolipidos de membrana pueden dividirse. Por ello, en las células
portadoras del plasmido pDHA4, el crecimiento es ligeramente mayor debido a la presencia de
un segundo sistema de sintesis de acidos grasos, el sistema Pfa, que le permite sintetizar DHA e
introducirlo en los fosfolipidos de membrana en ausencia de sintesis de otros acidos grasos. Asi,
las células con el segundo sistema de sintesis de acidos grasos tienen una ventaja frente a las
células que tan solo contienen el sistema FAS. Es por ello que cabria esperar que, cuanto mas
activo sea el sistema Pfa y mayor cantidad de moléculas de DHA sintetice, mayor sera su ventaja

en condiciones ambientales que restrinjan la sintesis de acidos grasos FAS.

Por tanto, se ha encontrado las condiciones éptimas para la forzar la autoseleccién de las

cepas con mayor capacidad de sintesis de DHA.
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Conclusiones

Los promotores nativos de M. marina clonados en el plasmido pDHA4 presentan una
expresion diferencial a distintas temperaturas, siendo la mayor expresién de estos genes a
15 °C.

La sustitucion de los promotores nativos por promotores fuertes inducibles implica un
incremento de la expresién, independiente de la temperatura. Este incremento de la
cantidad de ARN mensajero supone un aumento de la cantidad de proteinas Pfa, lo que
explica el incremento en la produccion de DHA a 15 °C.

La ausencia de DHA a 25 °C se debe a una disminucién de la actividad enzimatica del
complejo Pfa.

La fase optima de produccién de DHA es la fase exponencial debido a que el DHA se
introduce en los fosfolipidos de membrana durante la divisidn activa de las células.

La introduccion de chaperoninas psicréfilas en la célula mejora la capacidad metabdlica de
la célula a baja temperatura, incrementando la actividad enzimdatica mediante el correcto
plegamiento tanto de las proteinas en la célula.

La delecidn de la cetosintasa FabH provoca una acumulacién de sustrato que el complejo
Pfa utiliza para la sintesis de DHA, en un mecanismo similar al modo de accién de la
cerulenina. En esta situacién, se alivia la competicién por sustrato entre el sistema
heterdlogo Pfa y el sistema candnico FAS.

Las estrategias de secrecién y acumulacidn de dcidos grasos no han conseguido incrementar
el contenido de DHA de los cultivos.

Los ensayos de competicion indican que la presencia del complejo Pfa, y, por ende, la sintesis
de DHA, suponen una ventaja ecoldgica en condiciones en las que la ruta FAS estd alterada.
Esto se debe a la capacidad de las células que contienen la ruta metabdlica heterdloga

alternativa, Pfa, de sintetizar nuevos acidos grasos a pesar del bloqueo de la ruta candnica.
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Anexos

Anexo 1

Comprobacién del vector pLGR13 por PCR y analisis de restriccion:

A EcoRV Hindlll B Mscl BamHI Blgll
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Figura suplementaria 1. Comprobacién de distintos clones de pLGR13 mediante PCR y enzimas de
restriccidn, previa a la secuenciacién masiva. A) Analisis inicial de restriccién con la enzima EcoRV (8
fragmentos: 8,3 Kpb, 6,8 Kpb, 4,5 Kpb, 2,5 Kpb, 1,4 Kpb, 797 pb, 483 pb, y 82 pb) y Hindlll (4 fragmentos:
9,6 Kpb, 7,6 Kpb, 5,5 Kpb, y 2,2 Kpb). El asterisco indica el patrén de restriccién correcto. B) Comprobacion
de los clones positivos 3, 4 y 10 por analisis de restriccion utilizando Mscl (6,5 Kpb, 5,5 Kpb, 4,7 Kpb, 4,4
Kpb, 1,6 Kpb, 1,4 Kpb, y 607 pb), BamHI (4 fragmentos: 8,3 Kpb, 7,7 Kpb, 6,2 Kpb, y 2,7Kpb), y Bglll (9
fragmentos: 10,8 Kpb, 6,4 Kpb, 2,7 Kpb, 1,8 Kpb, 1,2 Kpb, 660 bp, 606 bp, 456 bp, y 306 bp). Se indican
los pesos moleculares del marcador Generuler 1Kbp ladder (1K) y del marcador A/Hindlll (A). C)
Comprobacion por PCR de la presencia de los 5 genes pfa en los clones 3, 4 y 10 de pLGR13 con los
oligonucledtidos TG_pfaA_F y TG_pfaA_R (pfaA, 118 pb), TG_pfaB_F y TG_pfaB_R (pfaB, 101pb),
TG_pfaC_F y TG_pfaC_R (pfaC, 96 pb), TG_pfaD_F y TG_pfaD_R (pfaD, 112 pb), y mm_pfaE_F y
mm_pfaE_R (pfaE, 425 pb).
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Anexo 2

Ensayos preliminares de KR en PfaA
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Figura suplementaria 2. Ensayo de actividad cetoreductasa de PfaA mediante medicion
espectrofotomética de NADPH (BUSCAR PAPER). A) En este ensayo indirecto de actividad se utiliza la
desaparicion de absorbancia a 355nm cofactor NADPH en su forma reducida como monitorizacion de la
reduccién de grupos cetona a grupos hidroxilo mediante la accidon de una cetoreductasa. En el caso de
PfaA este dominio se encuentra en el extremo N-terminal de la cadena, y reduce el grupo cetdnico del
carbono 4 de la cadena creciente de acido graso unido al dominio portador de acilos (ACP). B) Ensayo
preliminar (una réplica) de actividad de PfaA a 18 °C, 22 °Cy 28 °C durante 120 minutos, utilizando 50 nM
de PfaA purificada resuspendida en un buffer fosfato (50 mM, 7,5 pH) suplementado con DTT (1ImM) y
EDTA (1ImM). Los reactivos se afiadieron en el tiempo 0 con las siguientes concentraciones: 100 uM de
malonil-CoA, 50 uM acetil-CoA, 100 uM NADPH. En el gréfico se indica la concentracién de NADPH
calculada mediante una recta patréon de concentracién frente a Absorbancia a 355nm.
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Anexo 3

Variacidn del perfil de acidos grasos de E.coli producido por una alteraciéon en la iniciacién de la

sintesis de acidos grasos.
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Figura suplementaria 3. Perfil de la composicion de acidos grasos de E.coli BW 27783 pDHA4 a 15 °C por
cromatografia de gases. A) Condiciones control; B) en presencia de 2 ug/ml de cerulenina; C) cepa
mutante AfabH. Se indican los acidos grasos mayoritarios de E.coli (C12:0 — acido laurico; C14:0 — a.
miristico; C16:0 — a. palmitico; C16:1 — 4. palmitoleico; C17cic — derivado ciclopropano de 17 carbonos;
C18:7 — a. cis-vaccénico; C20:5w3 — 4. eicosapentaenoico (EPA); C22:6 w3 — a. docosahexaenoico (DHA))
y el estdndar interno comercial C23:0 — a. tricosanoico.
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Anexo 4

Extraccidon de muestras de raspado de silice.
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Figura suplementaria 4. Ensayo de eficiencia de extraccion de acidos grasos de una fase estacionaria de
silice. A) Esquema del proceso. Los acidos grasos totales de una muestra se pueden extraer directamente
del cultivo (superior), o de una placa de TLC tras separar las muestras. En este ensayo se ha depositado
un extracto lipidico sobre una placa de silice, y se ha raspado completamente sin previa separacion de los
lipidos. Ambos tipos de muestras se han derivado y analizado tal como se describe en Materiales y
Métodos. B) Andlisis de acidos grasos de un cultivo de las cepas BW 27783 (BW) y BW 27783 transformada
con el plasmido pLGR1(BW tDGAT) crecidas a 15 °C en medio M9 suplementado con FFA derivados de
aceite de pescado. Se indican los dacidos grasos mayoritarios detectados. C-D) Cromatogramas
representativos del proceso. Se muestran los cromatogramas correspondientes al de cultivo de BW tDGAT
(C, BW tDGAT) y al de raspado de silice de BW tDGAT (D, BW tDGAT). Las flechas indican la localizacion de
la sefial de EPA y DHA.
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