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Nomenclatura

GENES Y PLASMIDOS

CcscB:
Gen que codifica para la proteina Sacarosa permeasa.

pUC57:
Vector de clonacion que contiene el gen cscB.

pEERM3 Km:
Plasmido para integracién dentro del sitio neutral de Synechocystis sp. PCC 6803.

ORGANISMOS

Synechocystis sp. PCC 6803 (ATCC 27184)
Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032)
Escherichia coli DH5a

SIGLAS

ADN:
Acido desoxirribonucleico.

DNTP’s:
Desoxiadenosina trifosfato

BG-11:
Blue-Green Medium, Medio verde azulado (férmula en anexos).

PCR:
Polimerase chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa.

RBS:
Ribosome Binding Site, sitio de union a ribosoma.



UNIDADES

cm:
Centimetros.

h:
Horas.

kg:
Kilogramos.

min:
Minutos.

mL:
Mililitros.

ng:
Nanogramos.

nm:
Nanometros.

pH:
Potencial de hidrégeno.

ppm:
Partes por millon.

rpm:
Revoluciones por minuto.

s:
Segundos.

pm:
Micrémetros.

uM:
Micromolar.

pL:



Microlitros.

ng:
Microgramos.

C:
Grados Celsius.

%:
Por ciento.
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ppm de kanamicina que muestran crecimiento de colonias. (D) Viabilidad de antibidtico

10



en placa agar BG-11 con 5 ppm de kanamicina con células sin plasmido. (E) Placa de
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Humberto Geovani Rosas Mejia
Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Fecha de graduacién: Julio, 2020.
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Titulo del estudio: “Disefio y desarrollo de Synechocystis sp. recombinante como
productora de azucares no reductores a partir de CO2 como fuente de carbono.”

Area de Estudio: Procesos biotecnoldgicos.
Numero de paginas:

Propdsito y método del estudio: La obtencion de diversas sustancias quimicas de
consumo humano conlleva repercusiones en el impacto ambiental por su compleja sintesis
quimica. En las ultimas décadas se ha optado por el desarrollo de procesos biotecnoldgicos
con el fin de reducir costos, impactos ambientales y facilitar la sintesis de sustancias
quimicas. El crecimiento y funcidon bioldgica de los microorganismos, principales actores
de los procesos de bioproduccion, requieren de una fuente de carbono. Sin embargo, los
sustratos de carbono y su obtencion han tenido poca innovacion en los Gltimos afios, es
por esto por lo que este proyecto propone la utilizacion de CO2, con lo que estaremos
fortaleciendo la competencia de bioproduccién industrial al mismo tiempo de aportar en

la reduccion del impacto ambiental de los procesos de produccion actuales.
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Contribuciones y conclusiones: En el presente proyecto se desarroll6 la primera etapa
de una plataforma de produccion de una gran diversidad de metabolitos de interés humano
a partir de co-cultivos que utilicen como fuente de carbono el diéxido de carbono, en este
proyecto se desarroll6 al organismo genéticamente modificado que servird como
suministrador de fuente de carbono para el crecimiento de otra especie bioldgica que sea
inoculada en el reactor. Con la primera etapa de la plataforma de co-cultivos propuesta en
este proyecto se propone contar en un futuro con una red de produccién 99% productiva,

rentable y sustentable.

En el presente trabajo se desarroll6 una cepa de cianobacteria mediante ingenieria genética
capaz de secretar sacarosa bajo condiciones de estrés. Este organismo a diferencia de los
reportados en la literatura es capaz de crecer sin la presencia factores selectivos, como
antibidticos, ya que la modificacion genética sugiere estar integrada en el genoma de esta.
La tecnologia reportada en este proyecto permite continuar la segunda fase del proyecto
con la perspectiva en realizar sistemas de co-cultivo para la produccién de diversos

metabolitos a nivel industrial.
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Introduccion

1.1 Las Cianobacterias.

Las cianobacterias fueron los primeros microorganismos en aparecer sobre la tierra 'y se
sabe que estan relacionadas filogenéticamente con las bacterias Gram-positivas (Brock et
al., 2009). Tienen la capacidad y la importante labor de producir oxigeno y de fijar CO>
mediante el ciclo de Calvin catalizado por ribulosa 1, 5-bisfosfato carboxilasa (RuBisCO).
Esta enzima es degradada por el oxigeno, sin embargo, Synechocystis sp. PCC 6803 ha
desarrollado un organulo llamado carboxisoma que tiene la capacidad de encapsular y
proteger a la RuBisCO (Yu et al., 2013). Las cianobacterias son de un subgrupo de las
bacterias Gram-negativas y se pueden encontrar en la mayoria de los ambientes acuaticos,
en gran variedad de ambientes y bajo innumerables condiciones. Por tal motivo, presentan
una gran aplicabilidad tecnoldgica, por ejemplo, se ha demostrado que producen una gran
variedad de pigmentos, enzimas y vitaminas y gracias a los bajos requerimientos
nutricionales de las cianobacterias todo esto se puede escalar a nivel industrial para su

produccion (Kima et al., 2016).

Para la generacion de bioenergia las cianobacterias presentan una gran oportunidad de
explotar esta capacidad, debido a su diversidad de produccion de lipidos que son
sintetizados en su interior, la cual es estimulada por diferentes factores de estrés a los que
se expone en el medio ambiente el microorganismo. Estos incrementos en produccion de
lipidos permiten que las cianobacterias sean utilizadas en la produccién de biodiesel ya

que se ha observado que pueden lograr producir hasta 100 veces mas lipidos que otros

14



microorganismos reportados en la literatura (Rittmann et al., 2008). Aunado a esto, las
cianobacterias tienen bajos requerimientos nutricionales y a su vez cuentan con una alta
capacidad de proliferacion de biomasa, la cual se ha reportado que se puede utilizar para

la produccion de metano e hidrégeno (Rittmann et al., 2008).

1.2 Synechocystis sp. PCC 6803.

Synechocystis sp. PCC 6803 tiene la capacidad de crecer foto autotréficamente y foto
heterotréficamente, como fuentes de nitrogeno puede utilizar nitrato y amonio, pero no
tiene la capacidad de asimilar N2 (Yu et al., 2013).ComUnmente se cultiva en medio BG-
11, a una temperatura de 30°C, pH entre 7 y 8 en fotorreactores (Yu et al., 2013). La
reduccion de fosfoglicerato que es un intermediario en el ciclo de Calvin y la glucdlisis

limita el crecimiento autétrofo por la falta de ATP / NADPH (Yu et al., 2013).

Mediante los fotosistemas | y Il que contienen clorofila, las cianobacterias tienen la
capacidad de utilizar la energia luminica para obtener fotones y ser utilizados para dividir

moléculas de agua en oxigeno e hidrogeno (Heinz et al., 2016).

Las cianobacterias como Synechocystis sp. PCC 6803 son capaces de acumular sacarosa
(Reed et al., 1985), que es un disacarido con una amplia abundancia en el reino vegetal
ya que practicamente todas las frutas y semillas tienen este compuesto; actualmente la
sacarosa se extrae de la cafia de azucar o remolacha azucarera (Beyer et al., 1987). La
acumulacién de este hidrato de carbono se da en su citoplasma como una medida de
equilibrio entre la presion osmotica del medio y el interior de la célula; sin embargo, uno

de los grandes retos para obtener la sacarosa es el hecho de que se produce
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intracelularmente por lo que su extraccion se vuelve un proceso complicado y costoso de

DownStream (Du et al., 2013).

1.3 El gen cscB.

La asimilacion de los carbohidratos en las células ha sido un amplio tema de estudio desde
hace siglos, por tal motivo las vias o rutas degradativas de los azucares estan practicamente
establecidas. El primer paso en el catabolismo es transportar los carbohidratos al interior
de la célula a traves de la membrana celular. Las proteinas encargadas de este proceso
pertenecen a un grupo llamado superfamilia de facilitadores principales (MFS) en la cual
estan incluidas 28 familias que se encuentran ampliamente reconocidas y se sabe que
pueden trasportar gran diversidad de sustratos hacia dentro o hacia fuera de la célula
ademas también pueden mantener un equilibrio de sustrato en la membrana sin

direccionalidad, todo esto gracias a la polaridad dirigida (Pao et al., 1998).

Para cualquier sustrato con carga neutra que se transporte a través de la membrana sin el
movimiento de alguna otra especie molecular se puede denominar un transporte Uniport,
en caso de que se acumule cualquier sustrato neutro en contra de un gradiente de
concentracion, generalmente esto se da gracias al co-transporte mediante el acoplamiento
(Symport) de algun cation monovalente ya sea H" 0 Na* (West et al., 1997). El sustrato
puede presentar preferencia a mas de un ion, asi mismo la acumulacion del sustrato
dependera del gradiente electroquimico del cation que se transporta conjuntamente

(Winke at al., 1999).
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En bacterias se extienden tres familias especificas pertenecientes a los MFS cuya funcion
es la absorcién de gran variedad de azucares (Pao et al., 1998). Una de esas familias es la
de oligosacéaridos la cual tiene un mecanismo Symport H* que incluye a la permeasa
lactosa (LacY) que ya se encuentra perfectamente caracterizada, asi como otros
transportes especificos de las bacterias para sacarosa y rafinosa. LacY co-transportaun H*
acompafiado a una molécula de azlcar (Varela et al., 1996; Kaback et al., 1997). El gen
cscB de E. coli codifica a una proteina que se conoce como transportador de sacarosa
perteneciente a la familia oligosacarido Symport H* (OHS por sus siglas en inglés) (Pao

et al., 1998).

La sacarosa (tambien maltosa, fructosa y lactosa) se importa normalmente hacia la célula
mediante Symport de protones; a su vez, el proceso de secrecion de sacarosa hacia el
exterior de la célula se logra mediante la inversion del flujo de protones el cual se logra

mediante un incremento en la concentracion salina del medio (Ducat et al., 2012).
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1.4 Fuentes de carbono.

En las dltimas dos décadas se han tenido grandes avances en el desarrollo de bioprocesos
y la industrializacion de microorganismos para lograr ampliar los métodos de produccion
de productos quimicos, biocombustibles y algunos agentes terapéuticos todo a partir de
fuentes bioldgicas (Zhu et al., 2008). La mayoria de las bacterias empleadas actualmente
para la generacién de gran variedad de productos son heterétrofas; sin embargo, requieren
una fuente de energia y carbono que pueden representar hasta un 60% de los costos de
insumos (Pimentel et al., 2008). La materia prima utilizada como fuente de carbono y
energia generalmente proviene de la agricultura, por ejemplo, remolacha azucarera, maiz
o0 cafia de azUcar (Sims et al. 2008). La cosecha de cafia de azucar actualmente esta
envuelta en una gran controversia, ya que los paises productores reportan incendios
descontrolados que genera una deforestacion mayor a 5,000 hectareas anuales y esto solo
en el pais de el Salvador (Cabrera et al., 2010). Ambientalistas han recomendado evitar la
guema ya que ocasiona grandes problemas ambientales como el desprender monoxido de
nitrogeno el cual tiene efectos toxicos sobre los humanos, anhidrido sulfuroso que al
unirse con el agua atmosférica forma la Ilamada lluvia acida, anhidrido carbdnico en
reaccion fotoquimica produce irritacion en los ojosy afecta las vias respiratorias (Cabrera
et al.,, 2010). La quema de cultivos puede alcanzar hasta 735°C ocasionando la
esterilizacion del suelo alterando la poblacion bacteriana, microclima, alteracion de la
humedad, modificacidn de climas en la regién y desprendimiento de particulas menores a

2.5 micrémetros (Garcia et al., 2012).

En los dltimos afios los procesos biotecnoldgicos se han catalogado como una

competencia para los mercados de alimentos y para las tierras de cultivos agricolas, por
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tal motivo, el desarrollo de alternativas bioldgicas a combustibles fosiles y productos
quimicos han desatado una gran controversia por que ocasionan un incremento e
inestabilidad en costos de productos alimenticios(Timilsina et al., 2012). De los
principales carbohidratos utilizados en la industria se encuentra la sacarosa que es una
fuente de carbono para muchos microorganismos; por ejemplo, para Corynebacterium
glutamicum que es el principal productor de acido glutamico, el cual cuenta con una alta
demanda en la industria de alimentos por su accion potenciadora del sabor (Hernandez et

al., 2003).
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Antecedentes

2.1 Ingenieria genetica en cianobacterias.

La gran mayoria de las cianobacterias son manipulables genéticamente mediante distintas
técnicas; por ejemplo, electroporacion, ultrasonido, luz ultravioleta y transformacion
natural (Zang et al., 2007). Esta ultima se ha reportado que presenta la mayor eficiencia
de transformantes para la cepa de Synchocystis sp. PCC6803 que es hasta 1x10® en
eficiencia de transformacion en comparacion con otras técnicas moleculares ya
mencionadas (Zang et al., 2007). De acuerdo con la literatura Synchocystis sp. PCC6803
tiene la capacidad de recolectar ADN exogeno bajo ciertas condiciones. Si el fragmento
cuenta con secuencias homologas a las del genoma de la cianobacteria ocasiona un
proceso de recombinacion sin caracterizar, permitiendo incorporar el fragmento al
genoma de la cianobacteria; esta habilidad explicaria la eficiencia de la transformacion

natural (Zang et al., 2007).

El plasmido pEERM3 Km (Figura. 1) tiene la capacidad de integrar una region de si
mismo en el genoma de Synechocystis sp. PCC 6803, el vector cuenta con dos regiones
homologas al sitio neutral de la cianobacteria (UpStream y DownStream) ubicado en la
region slr1068. Una vez dentro de la célula parte del plasmido se pliega e intercambia una
region con el genoma mediante homologia. Entre lo mas relevante que se integra de
plasmido es: el promotor (PnrsB) cuyo inductor es el ion Niquel, el RBS, el o los injertos,

el terminador (BBa_B0015) y la resistencia a kanamicina (Englund et al., 2015).
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Figura. 1: Mecanismo de recombinaciéon homologa. (Imagen
adaptada de Englund et al., 2015)

2.2 Secrecion de sacarosa en cianobacterias.

Previamente, se han realizado diversos estudios en los que se demostro la produccion de

sacarosa en cianobacterias. Por ejemplo, Synechococcus elongatus, fue modificada

genéticamente con el gen cscB para la produccidn de sacarosa. Sin embargo, la produccion

no fue mayor al 10mM. Ademas, se observé gue este disacarido no pudo ser reincorporado

nuevamente al espacio intracelular y que su presencia en el medio no estuvo asociada con

muerte celular (Ducat et al., 2012).
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Como consecuencia de la modificacion genética una cepa de Synechococcus elongatus
produjo mayor densidad celular a comparacion de la cepa silvestre, esto se debe a una
mayor actividad del fotosistema Il en cual incremento la tasa de fijacion del dioxido de
carbono, sin embargo, depende de antibidtico en el medio de cultivo para poder mantener

esta capacidad (Ducat et al., 2012).

Especificamente para Synechocystis sp. PCC 6803 se han realizado trabajos previos en los
cuales se aprovecha la ingenieria genética para propiciar la expresion del gen cscB y asi
lograr secretar aproximadamente 140 mg/L de sacarosa en 250 horas suplementando el
medio BG-11 con 400mM de NaCl, IPTG como inductor y kanamicina en el medio de

cultivo (Du et al., 2013).
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Enfoque, Hipotesis y Objetivos

3.1 Enfoque

Desarrollar una plataforma de produccion de metabolitos que sean obtenidos a partir de
microorganismos, utilizando CO. proveniente del aire como fuente principal de carbono,

ademas de luz y un medio mineral.

Al utilizar como materia prima principal aire y disminuir la cantidad de reactores en los
procesos, se puede lograr un gran ahorro economico y al mismo tiempo se contribuye a la

disminucién de las emisiones de CO> al ambiente.

3.2 Hipotesis

Synechocystis tendra la capacidad de secretar sacarosa al ser modificada genéticamente

integrando el gen cscB mediante recombinacion homologa.
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3.3 Objetivo general

Disefiar y desarrollar una cepa de Synechocystis sp. recombinante para la produccién de

sacarosa a partir de COz2, luz y medio mineral.

3.4 Obijetivos especificos

1. Disefio y construccién del plasmido pEC BG.

2. Transformacion de la cepa de Escherichia coli DH5a electrocompetente usando el
plasmido pEC BG.

3. Construir una cepa de Synechocystis sp. recombinate utilizando el gen cscB.
4. Producir sacarosa utilizando la cianobacteria recombinante.
5. Evaluacion de la compatibilidad nutricional de Corynebacterium glutamicum en el

medio de cultivo de Synechocystis sp. recombinante.
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Metodologia

4.1 Materiales, reactivos y equipos.

Para las diversas pruebas a realizar en el presente proyecto se utiliz6 el siguiente material:
Cajas Petri de plastico marca VWR, matraces Erlenmeyer de 125, 250 y 500 mL marca
PYREX, tubos de ensayo de 15 y 50 mL marca Corning, placas de 96 pocillos marca
Corning, celdas para espectrofotometro de 10mm marca Brand, micropipetas de 0.1-2.5,
0.5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000 pL y 0.5-5 mL con sus respectivas puntillas marca
Eppendorf, frascos de vidrio con rosca de 250 y 1000 mL marca DURAN, tubos para
microcentrifuga de 0.2, 0.6 y 1.5 mL, membrana de filtracion Supor-450 47mm 0.45um
marca PALL, filtros para jeringa estéril de PES 0.22um 30mm de didmetro marca

CELLTREAT, tuberia de precision Masterflex L/S 16 de silicon curado en platino.

De los reactivos necesarios para el desarrollo del proyecto se utilizaron: medio de cultivo
LB Miller (Difco), agar bacterioldgico (BD Bioxon) y medio BG-11 50x (Sigma-Aldrich).
Las sales de metales utilizadas son NiClz-6H20, Co(NO3)2-6H20 y NaCl (Desarrollo de
Especialidades Quimicas). Solucién de lisis I (5 mL de tris-HCI 1M y 4 mL de EDTA
0.5M en 200 mL de H20 destilada, solucion de lisis Il (4 mL NaOH 10N y 2 g de SDS en
200 mL de H20 destilada), solucion de lisis I11 (58.8g de acetato de potasio y 23 mL de
acido acético en H2O destilada). Como antibidticos utilizados: ampicilina y kanamicina
(Sigma-Aldrich). Otros  reactivos  utilizados: agarosa, isopropil-B-D-1-

tiogalactopiranésido, acido sulfarico y fenol.
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Los equipos utilizados se encuentran en el laboratorio de Biologia Sintética y de Sistemas
(LBSS) en el Centro de Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia (CIByN) dentro
del Parque de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PIIT): Incubadora estatica y con
agitacion marca LAB TECH modelo LSI-3016R, autoclave automatica marca JEIO
TECH modelo AAHL1035K, refrigerador y congelador marca Norlake,
espectrofotdmetro Optizen 2120 UV Plus, lector de placas Multiskan GO marca Thermo
Scientific, centrifuga con refrigeracion LEGEND XFR de Thermo Scientific, balanza
analitica AND modelo GR-200, NanoDrop BIOSPEC-NANO de SHIMADZU, campana
de flujo laminar nivel Il de LABCONCO, termociclador Prime Thermal Cycle de
THECNE, ThermoMixer C de eppendorf, microscopio MICROMASTER de Fisher

Scientific y Vortex Genie de Scientific Industries.

4.2 Diseno y construccion del plasmido pEC BG.

Para lograr secretar sacarosa es necesario expresar una proteina de membrana (Sacarosa
permeasa) mediante el gen cscB, la secuencia nucleotidica (Véase anexo de secuencias)
fue obtenida de UniProt (https://www.uniprot.org/uniprot/P30000) sufrid6 una
optimizacion de codones (Véase anexo de secuencias) para Synechocystis PCC6803 en
la plataforma IDT (Integrated DNA Technologies) y solicitado a la casa comercial
BIOBASIC INC. clonado en el vector PUC57 con los sitios de restriccion de las enzimas
Xbal y Pstl. El gen fue amplificado mediante PCR con cebadores especificos de
extraccion FOPU (TGCCACCTGACGTCTAAGAAGATATC) y REPU
(ATTACCGCCTTTGAGTGAGCATATC) de la casa comercial T40OLIGO

posteriormente fue purificado con SureClean (Bioline), el vector que sera utilizado en
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Synechocystis sera el pEERM3 Km (Addgene) (Véase anexo de secuencias) tiene la
capacidad de integrarse en el genoma de la cianobacteria mediante recombinacion
homologa, pEERM3 Km fue digerido utilizando las enzimas Xbal y Pstl ambas de

JenaBioScience y el fragmento purificado con SureClean.

Después de la ligacién del fragmento cscB en el vector pPEERM3 Km, se utiliz6 la enzima
EcoRV para caracterizarlo, la cual realiza dos cortes uno en el gen y el otro en el vector

pPEERM3 Km, esperando dos productos de 2y 3.2 kb.

4.3 Transformacion de la cepa de Escherichia coli DH5a

electro competente usando el plasmido peC BG.

El plasmido pEC BG fue transformado en una cepa de Escherichia coli DH5a con el fin
de obtener una gran cantidad de copias de este, y asi poder transformar nuestra cepa de

Synechocystis sp. PCC 6803.
El protocolo utilizado se describe a continuacion (modificacion Sambrook, 2012):

Se incubo un cultivo de 50 mL de medio LB durante una noche, se tomo una alicuota de
20 pL y se agregaron 100 ng del plasmido (junto con alicuotas sin ADN como control).
Las bacterias fueron transferidas a una celda de 0.2 cm y fue sometida a un pulso de 2,500
V. Inmediatamente se agregaron 200 pL de medio LB y el contenido fue colocado en
tubos de 1.5 mL e incubados en ThermoMixer a 37°C por una hora. Para finalizar, las
células fueron cultivadas por extension en placa sobre agar-LB con 50 ppm de kanamicina

como marcador de seleccion.
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4.4 Seleccion de colonias y extraccion de ADN plasmidico de

E. coli DH)a.

Las colonias que lograron crecer en las placas fueron cultivadas durante una noche en 1
mL de medio LB a 37°C con 50 ppm de kanamicina, posteriormente se realiz6 un cultivo

de 10 mL e incubados durante una noche bajo las mismas condiciones.

Se tomaron 1.5 mL y se extrajo ADN plasmidico utilizando el procedimiento de lisis

alcalina que se describe a continuacion:

La muestra fue centrifugada a 14,000 rpm durante 1 minuto y se retiro el sobrenadante, al
paquete celular se agregaron 200 pL de la solucion | (Véase anexo de soluciones) junto
con 10 pL de RNAsa concentrada y se mezclo en Vortex e incubdé a 37°C durante 5
minutos, inmediatamente se agregaron 200 pL de la soluciéon Il (Véase anexo de
soluciones) esta vez se mezcld por inversion e incubd a temperatura ambiente por 5
minutos, posteriormente se agregaron 200 pL de la solucion 111 (Véase anexo de

soluciones) se mezclo por inversion e incub6 a 4°C por 5 minutos.

La muestra fue sometida a 14,000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante fue transferido

a tubos nuevos y se agregd 1 mL de etanol al 100% y se incubd a -20°C por 2 horas.

Se volvio a centrifugar a 14,000 rpm por 20 minutos y se retird el sobrenadante, se
agregaron al tubo 200 pL de etanol al 70% y se mezclé en Vortex, posteriormente se
centrifugé a 14,000 rpm por 5 minutos para retirar el sobrenadante y dejar secar el
contenido del tubo, una vez seco, se agregan 20 pL de agua ultra pura estéril, se midié en
NanoDrop para conocer la concentracion de ADN y corrieron las muestras en un gel de

agarosa al 0.7% para confirmar la buena integridad del ADN.
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4.5 Andlisis de restriccion del ADN extraido

Se utilizd la enzima de restriccion Eco32l de la compafiia Thermo Scientific™ en las
siguientes cantidades Agua ultra pura estéril 15 L, Buffer 10X 2 pL, plasmido 1 pg y
enzima 1 pg, dejando incubar a 37°C durante 30 minutos para posteriormente ser corridos
en un gel de agarosa 1% con sus respectivos controles y marcador de peso molecular

Hyperladder 1 kb de marca Bioline.

4.6 Transformacion natural de Synechocystis sp. PCC 6803.

En un matraz de 125 mL se inocularon 2 mL de un cultivo de Synechocystis sp. PCC 6803
en 50 mL de medio BG11 para ser incubados a 28°C, 100 rpm, fotoperiodos de 12:12,
aireacion y 60 UE m?2s™. Al tener una ODv3 de 0.7 (Aproximadamente en 3 dias) se
tomaron los 50 mL y fueron centrifugados a 4,190xg por 10 minutos. Se retird el
sobrenadante y resuspendié en 25 mL de medio fresco y se repiti0 3 veces el
procedimiento anterior. El pellet fue resuspendido para obtener una OD73 de 2.5. Se
tomaron 0.4 mL para ser colocados en tubos transparentes de 1.5 mL. Se afiadieron 10 y
15 pg de ADN vy se agité manualmente, ademas se colocaron muestras sin ADN como
control negativo. Los tubos se incubaron por 6 horas a 28°C, sin agitacion (Se agitaron
manualmente a la hora 3), fotoperiodos de 12:12, y 60 uE m2s. Se tomaron 0.2 mL para
ser expandidos sobre una membrana estéril (Supor-450 47 mm 0.45 um) ubicada en cajas
Petri con agar BG-11 sin antibidtico y fueron incubadas a las condiciones anteriores.

Después de 24 horas el filtro fue removido y colocado en placas con agar BG-11 con
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kanamicina a las siguientes concentraciones 5, 10 y 15 ppm, colocando muestras de
control en placas con y sin antibiotico. Después de 3 semanas aparecieron colonias que

fueron levantadas y propagadas en 1 mL de medio BG-11.

4.7 Extraccién de ADN gendmico y plasmidico de

Synechocystis sp.

Se utilizd QuickClean Il Plasmid Miniprep Kit (GenScript) para la extraccion de ADN
plasmidico y One-4-All Genomic DNA Mini-Preps Kit (Bio Basic) para la obtencion del

ADN genomico y se midié en NanoDrop para conocer la concentracion de ADN.

4.8 Confirmacion de integracion mediante PCR

Se disefiaron un par de primers SynF (ATTGGAGTGGTAATCATGGC) y SynR
(TACAATACCCAGAGAGGAGG) los cuales amplifican una region del gen cscB con
las siguientes temperaturas y tiempos de trabajo: Desnaturalizacion inicial de 95°C por
180s, desnaturalizacion de 95°C por 15s, alineamiento de 59.5°C por 15s, extension
72°C por 30 s, extension final de 72°C por 30s y 30 ciclos. Una vez realizada la PCR se
analizaron en un gel de agarosa al 1% con sus respectivos controles y utilizando el

marcador de peso molecular Biobasic Plus 100 — 5,000 bp.
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4.9 Cuantificacion de azlicares totales mediante Fenol- Acido

Sulfdrico

Para analizar la produccion de sacarosa se emple6 el método de DuBois et al. (1956) el
cual consistié en hacer reaccionar 1 mL de la muestra que contiene sacarosa con 1 mL
fenol al 5% y agregando inmediatamente 5 mL &cido sulflrico concentrado para producir
furfural e hidroximetilfurfural dejando enfriar por 10 minutos, posteriormente se agit6 y
se dejé reposar por 20 minutos para ser medidos a una longitud de onda de 484 nm en
microplaca en un equipo Multiskan. Se repitid el procedimiento con estandares de

sacarosa a una concentracion de 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/L por triplicado.

4.1 Produccion de sacarosa induciendo un shock osmético y
cuantificacion de azucares totales mediante Fenol- Acido
Sulfdrico.

Se compardé la produccion de sacarosa en la cepa transformada al ocasionar un shock
osmotico de 0.4 M de NaCl al dia 8 de incubacidn, el experimento consistio en tres
matraces de 125 mL con 50 mL de medio BG-11 (Realizado por triplicado) en los cuales
se incubaron células de Synechocystis sin transformar (WT) como control, células
transformadas inducidas (Cl) desde el tiempo 0 con Ni*a una concentracion final de 2.5
UM y células transformadas las cuales fueron inducidas al dia 8 (C), Cl y C contenian 25
ppm de kanamicina, no se coloco inyeccion de aire, fueron incubadas a 28°C, 110 rpm,
aproximadamente 50 HE m? s y fotoperiodos 12:12. Se tomé muestra de 1 mL cada 24
horas para realizar una curva de crecimiento midiendo a una longitud de onda de 730 nm
en un espectrofotometro. Después de realizar el shock osmético al dia 8 se tom6 una
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muestra y fue centrifugada a 10,000 rpm por 10 minutos, se tomaron 0.2 mL y se aforaron
a 1 mL y se analizo6 la concentracion de carbohidratos en el sobrenadante mediante el

método reportado por (DuBois et al., 1956).

4.2 Crecimiento de Corynebacterium glutamicum en medio

BG11 con sacarosa.

Se inoculé C. glutamicum en 50 mL de Caldo Nutritivo (CN) en un matraz de 250 mL
durante 24 horas, 37°C y 150 rpm, se tom6 1 mL para ser lavados 3 veces con medio
BG11 para asi eliminar CN residual y asegurarnos que solo utilice los nutrientes del medio

BG11y la sacarosa afiadida.

La muestra fue inoculada en tubos de 1.5 mL con 1.2 mL de medio BG11l en
concentraciones de 1x, 2x, 3x adicionado con 0.06 ppm de biotina 'y 0.06 ppm de tiamina,
medio mineral (Amin et al., 2007) dedicado para el crecimiento de la bacteria que
contiene; 5.1 g/L MgSOas, 5 ppm FeS0Os, 5 ppm MnSOs, 1 g/L KoHPO4, 1 g/L K2SO4, 0.06
ppm de biotina, 0.06 ppm de tiaminay 7 g/L de (NH4)2SO4. Se agreg0 sacarosa para tener
una concentracion final de 1 g/L y se midi¢ la densidad optica a 600 nm como dia 0 y los

tubos se incubaron por triplicado en un ThermoMixer a 37°C, 900 rpm y durante 5 dias.
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Resultados y discusiones

5.1 Disefio, construccion y clonacién del plasmido pEC BG

La construccion in silico (Figura. 2) del plasmido pEC BG dio como resultado un
plasmido con un tamafio aproximado de 5,100 pares de bases. Como partes relevantes de
la construccion se resalta la secuencia del gen cscB, la resistencia a kanamicina, el origen
de replicacion, promotor PnrsB, el terminador BBa_B0015, los sitios de corte de las
enzimas utilizadas (Xbal y Pstl) y las secuencias homdélogas (UpStream y DownStream)
al sitio neutral de Synechocystis en la region slr1068. Al realizar el analisis de restriccion
in silico, con la enzima Xhol, obtenemos como resultado positivo dos bandas, de 2.9 kb
y otra de 1 kb, teniendo como control negativo una banda de 3.9 kb (Figura. 3). La
presencia de una sola banda indica un solo reconocimiento de la secuencia de corte para
Xhol concordando con lo reportado (Englund et al., 2015), el gen cscB también cuenta
con una secuencia de reconocimiento para Xhol, al contar con dos secuencias de
reconocimiento en el vector, se generan dos bandas debido a los cortes ocasionados por la

enzima de restriccion (Salazar et al., 2013)
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Figura. 2: Representacion in silico del plasmido pEC BG.
(Imagen adaptada de Englund et al., 2015)
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Figura. 3: Caracterizacion in silico del plasmido pEC BG en la plataforma de
benchling utilizando la enzima EcoRV, en el carril Ladder marcador de peso
molecular 12 kb, carril 1 muestra la muestra con las 2 bandas esperadas (3.2 'y 2
kb) y carril 2 control negativo con solo una banda de 4 kb.

Se procedio a la amplificacion del gen cscB. Los resultados (Figura. 4) del gel de agarosa
muestran que en el carril 1: el marcador de peso molecular, carril 2: el control negativo el
cual no contiene plasmido sin polimerasa y por ende no se observa amplicon, en el carril
3: una banda aproximadamente de 1.3 pares de bases perteneciente al gen, se observa una

gran concentracion debido al exceso de ADN molde empleado en la reaccion de PCR.
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Figura. 4: Amplificacion del gen cscB utilizando primers de
extraccion. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2
control negativo (sin ADN molde), carril 3 banda aproximada
de 1.3kb referente al gen cscB.

Como siguiente paso se procedio a la digestion del plasmido pEERM3 Km con el fin de
linealizar el vector. Como se menciono anteriormente se llevd a cabo con las enzimas de
restriccion Xbal y Pstl. La evidencia de este procedimiento se aprecia en la Figura. 5y
muestra el carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo (sin enzimas) y
carril 3 plasmido linealizado (3.9kb). La ligacion del gen cscB y pEERM3 Km linealizado
se muestra en la Figura. 6 carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: construccion del
plasmido pEC BG mostrando 3 bandas caracteristicas del plasmido, esto dependiendo del
enrollamiento del ADN (relajado, enrollado y superenrollado) (Tu ef al., 2015), carril 3
control negativo (sin ligasa) que muestra las bandas del gen y el plasmido de 3.9 y 1.3 kb

respectivamente.
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Figura. S: Digestion del plasmido Figura. 6: Ligacion del pEERM3 Km
pEERM3 Km utilizando enzimas Xbal y linealizado y el gen cscB. Carril 1
Pstl. Carril 1 marcador de peso molecular, marcador de peso molecular, carril 2
carril 2 control negativo (sin enzimas) y construccion del plasmido pEC BG, carril
carril 3 plasmido linealizado (3.9kb). 3 control negativo (sin ligasa).

La Figura. 7 muestra las placas que comprueban transformacion de E. coli con el
plasmido pEC BG con sus respectivos controles. La Figura. 7A muestra la placa de
viabilidad celular, el agar LB no contiene Kanamicina por lo cual las células que
resistieron el impulso eléctrico en el electroporador crecieron al no morir por el mismo
impulso, la Figura. 7B muestra la placa de LB que contiene el antibi6tico y la actividad
de este, ya que impidid el crecimiento de las células y por lo tanto no se observo viabilidad

celular, en la Figura 7C y Figura 7D se muestran las placas con medio LB y Kanamicina
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a 50 ppm. En dichas placas se inocularon células que fueron previamente electroporadas
con el plasmido construido las cuales mostraron viabilidad celular, con esto indica que las
células que lograron crecer cuentan con resistencia al antibi6tico debido a la asimilacion

del plasmido y la expresion del gen de resistencia a kanamicina (Tu et al., 2015).

Figura. 7: (A) Control de viabilidad celular, células electroporadas sin plasmido y
placa LB sin kanamicina. (B) Viabilidad de antibiético, placa LB con 50 ppm de
kanamicina y células sin electroporar. (C y D) Muestran las colonias crecidas en placas
LB con 50 ppm de kanamicina, las cuales pueden presentar el plasmido.
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De las colonias donde se infiere que cuentan con el plasmido (Figura. 7) se seleccionaron
y propagaron 4 colonias, a las cuales se les extrajo el ADN plasmidico, el resultado de
este procedimiento se observa en la Figura. 8, donde se puede apreciar que las cepas C2,
C3 y C4 contienen el mismo plasmido en tanto que la cepa C1 contiene otro, esto de
acuerdo con su peso ya que difiere con las otras cepas. Con la finalidad de confirmar cuél
de ellos es el vector pEC BG se realizo la digestion del ADN plasmidico (Figura. 9). En
esta figura el carril 3 que pertenece a la cepa C4 muestra las dos bandas esperadas
(aproximadamente en 3.2 kb y 2 kb) para el plasmido pEC BG, mientras que el carril 4
que contiene la cepa C1y el carril 2 que es el control negativo presentan una Unica banda
aproximada en 4 kb y esto indica que s6lo cuenta con un sitio de corte reconocible por la

enzima de restriccion y que no es el plasmido deseado (Salazar et al., 2013).

Figura. 8: Extraccion de ADN plasmidico de 4 colonias crecidas en placa agar LB.
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Figura. 9: Digestion de plasmidos pEC BG extraidos de colonias utilizando la
enzima EcoRV, en el carril 1 marcador de peso molecular 10 kb, carril 2 control
negativo con solo una banda 4 kb, carril 3 pertenece a C4 que muestra las 2 bandas
esperadas (3.2 y 2 kb) y carril 4 pertenece a la cepa 1 con un plasmido no
identificado.
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5.2 Transformacion natural de Synechocystis sp. PCC 6803.

Como resultado del proceso de transformacion de Synechocystis sp. PCC 6803 en medio
BG11, las células utilizadas (Figura. 10) se crecieron a una densidad dptica de 0.8, medida
a 730 nm. Se resguardd un stock en viales para futuros usos (Figura. 11). Una vez
realizado el procedimiento de transformacion natural, después de 2 semanas se observé
crecimiento de colonias en los filtros colocados en el agar BG-11 (Figura. 12). El
crecimiento se dio en las tres concentraciones de kanamicina utilizadas 5, 10 y 15 ppm
teniendo un mayor crecimiento en la placa con 10 ppm (Figura. 12C) que, en su mayoria
a la degradacion del antibiotico y del plasmido debido a la prolongada incubacion (Zang
et al., 2007). El menor crecimiento se observo utilizando 15 ppm (Figura. 12B) y 5 ppm
(Figura. 12A) que se puede atribuir a una mayor dispersion celular sobre el filtro, la
cantidad de colonias crecidas es comparable con otros proyectos en los cuales prueban las
mejores condiciones de transformacion, en los cuales mencionan que la baja eficiencia es
comun al trabajar con cepas de cianobacterias debido a la irradiacion de luz y suministro
de aire, las cuales causan degradacion del plasmido (Zang et al., 2007). En los controles
negativos se observo un incremento en viabilidad celular (Figura. 12E) y con ello se
evidencia que las células pueden crecer bajo las condiciones establecidas y presentar
inhibicidn a partir de una concentracién de 5 ppm del antibiotico kanamicina (Oka et al.,
1981) (Figura. 12D), tomando en cuenta que todas las muestras fueron incubadas bajo las

mismas condiciones previamente mencionadas.
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Figura. 11: Viales stock
con Synechocystis sp en
medio BG11.

Figura. 10: Matraces con Synechocystis sp en
medio BG11, utilizada para realizar la
modificacion genética.

C

A

Figura. 12: Transformacion natural de células de Synechocystis sp. incubadas por 14
dias. (A, By C) Muestras colocadas sobre placas de agar BG-11 con 5 (A), 10 (C) y
15 (B) ppm de kanamicina que muestran crecimiento de colonias. (D) Viabilidad de
antibidtico en placa agar BG-11 con 5 ppm de kanamicina con células sin plasmido.
(E) Placa de viabilidad celular sin antibiotico.
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5.3 Confirmacion de integracién mediante PCR.

Dado que se pudo obtener ADN gendmico en las 4 colonias previamente aisladas, se
realizé la PCR de confirmacion con los primers SynF F y SynR, los cuales solo
amplificaron una regién del gen cscB aproximada a 200 pares de bases que fue comparada
con un marcador de peso molecular con tamafio de 5 kb. La PCR se realizd con sus
respectivos controles uno de ellos utilizé plasmido pEC como control positivo ya que
contiene el gen y como control negativo el ADN gendémico de una cepa no transformada
de Synechocystis sp. Los resultados de la PCR se pueden apreciar en la Figura. 13, donde
el carril 2 (control positivo) y carriles del 4 al 7 (muestras transformadas) desarrollaron
una banda de aproximadamente 200 pb que corresponde a una region del gen CscB, en
tanto que el carril 3 (control negativo) no desarrollé6 ninguna banda, ya que pertenece a

una cepa no transformada.
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Figura. 13: PCR de confirmacién de la integracion del gen CscB realizada a 4 colonias.
Carril 1 marcador de peso molecular Biobasic Plus 100 — 5,000 bp, Carril 2 Control
positivo (plasmido pEC BG). Carril 3 control negativo (ADN gendmico de cepa sin
transformar) y carriles 4 a 7 muestras trasformadas.
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Como una prueba adicional una de las colonias fue crecida en distintas
concentraciones de antibidtico 15, 25 y 50 ppm en medio BG11 y sin aireacion, junto
con la cepa silvestre (WT) la cual no deberia de presentar crecimiento (Figura. 14).
Los resultados demuestran que la cepa transformada es capaz de crecer en las distintas
concentraciones de antibi6tico, por ende, confirmamos la adicion de la resistencia a
kanamicina que proviene del pldsmido previamente introducido a la célula. Las
concentraciones de kanamicina usadas frecuentemente como marcadores de
resistencia en otros vectores van desde concentraciones de 5 ppm (Oka et al., 1981),
en las cuales se presenta inhibicién y muerte celular debido a la accion del farmaco,
en publicaciones recientes han incrementado la concentracion del antibi6tico para ser
utilizado en diversos proyectos reportandose concentraciones que van desde 25 ppm
(Eaton et al., 2004) lo cual indica que normalmente a estas concentraciones la cepa

Wild Type no presenta crecimiento en el medio de cultivo.

\

Figura. 14: Crecimiento de una de las colonias confirmadas (Matraces A) y cepa WT
(Matraces H) en distintas concentraciones de kanamicina (15, 25y 50 ppm) incubadas
por 5 dias.
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5.4 Produccion de sacarosa induciendo un shock osmotico y
cuantificacion de azucares totales mediante Fenol- Acido
Sulfdrico.

Al realizar la curva de crecimiento (Figura. 15) la cepa que fue inducida desde el inicio
de la incubacién (CI) presentd una tasa de crecimiento menor en comparacion con las
cepas Wild Type (WT) y la transformada pero no inducida (C). Asimismo, ésta Gltima
tuvo una menor tasa de crecimiento en comparacion con la WT; estos comportamientos
se deben a la carga metabdlica adicional debido a la adicion de gen cscB en el genoma de
la cianobacteria. Como lo menciona Daniel Ducat (2012) en sus experimentos, la cepa con
el gen cscB presenta disminucion en su tasa de crecimiento en comparacion con la cepa

Wild Type.

Al dia 8 cuando se realizo el shock osmotico y la induccion, todas las cepas presentaron
una disminucion en su tasa de crecimiento ocasionada por el incremento de la presién
osmotica debido a la adicion de NaCl, el comportamiento observado concuerda con lo
esperado en las cianobacterias, ya que desvian procesos metabdlicos para la produccién
de sacarosa como Osmoprotector (Ducat et al., 2012). Las cepas presentaron una
recuperacion a partir del dia 10 y empezd de nuevo su replicacion celular debido a la
adaptacion de las cepas a la nueva condicion de crecimiento; sin embargo, para el dia 17
las 3 cepas entraron de nuevo a una fase estacionaria entrando en equilibrio la muerte con

el crecimiento celular (Figura. 15).

En cuanto a los resultados de cuantificacion de azlcares totales Unicamente se graficaron

los obtenidos con el método Dubois (Figura. 15). En esta grafica puede observarse que
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hasta el dia 12 de la curva de crecimiento la cepa Cl (Sac Cl) tuvo presencia de azucares
en el sobrenadante a una concentracion de aproximadamente 5 mg/L en comparacién con
la cepa C (Sac C) que hasta el dia 13 pudo detectarse la presencia de azUcares a una
concentracion de 9.4 mg/L. En tanto que la cepa WT (Sac WT) no present6 produccion
de azUcares.

Las cepas C y CI presentaron un decremento en la presencia de azlcares en el dia 14 lo
que pudiera atribuirse a una falla de iluminacion, por lo que la cianobacteria uso parte de
la sacarosa generada como fuente de carbono para seguir creciendo o bien pudiera
atribuirse a una falla en la medicion. La maxima concentracion de carbohidratos en el
medio fue detectada hasta el dia 17 en ambas cepas con valores de 20.42 mg/L para la
cepa C y 10.14 mg/L para la cepa CI. La doble presencia de azucares en la cepa C en
comparacion con la cepa Cl podria deberse a una mayor presencia de biomasa, al no ser
inducida desde el inicio de la incubacion esta cepa concentré el metabolismo para su
crecimiento a diferencia de la cepa Cl, la cual, si fue inducida y forzada a producir la
proteina de membrana sacarosa permeasa, con ello desviando su metabolismo para el
ensamble de ésta (Ducat et al., 2012). Al empezar a producir esta proteina desde el dia 0
probablemente empiece a perder actividad dentro de la célula, esto explicaria el motivo
por el cual se logro secretar una menor cantidad de azucares (Ducat et al., 2012).

La cepa C que fue inducida al dia 8 tardd un dia mas en producir azUcares, sin embargo,
logro secretar méas del doble de concentracion que la cepa ClI. Esta cepa contaba con una
mayor densidad celular al momento de la induccion con Niquel, siendo tentativamente un
factor determinante para la produccién de azlcares, ademas, concuerda con lo

mencionado por Wei Du (2013) y Daniel Ducat (2012) en sus publicaciones la cuales
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concluyeron que la manera en la cual se obtiene mayor concentracion de sacarosa es
induciendo el shock salino al dia 8.

La presencia de azUcares en el sobrenadante es baja en comparacién con lo reportado por
Wei Du (2013) de 120 mg/L utilizando el mismo microrganismo base y con la Unica
diferencia de que ellos inyectaron aire al medio de cultivo y en este trabajo no fue asi; sin
embargo, para lograr superar la produccién ya reportada es necesario optimizar las
condiciones de crecimiento realizando un disefio de experimentos en el cual variemos en
el pH, flujo de fotones, agregando y variando el flujo masico de aire, agitacion y
temperatura, podria propiciar un incrementar la cantidad de sacarosa en el sobrenadante.
El medio de cultivo se puede modificar al emplear buffer con HEPES o MOPS para lograr
mantener el pH en un valor deseado. Tal como lo menciona Daniel Ducat (2012), la
cianobacteria es capaz de producir una mayor concentracion de sacarosa en pH’s por
encima de 7.8, lo cual se le atribute al flujo de protones de la actividad Symporte de
sacarosa. Al incrementar la concentracion de cloruro de amonio se ha demostrado que
aumenta la densidad celular (lijima et al., 2015) y por ende podria tener repercusion en el
aumento la produccion de sacarosa.

Estos resultados respaldan la adicion del gen cscB en el sistema de la cianobacteria, las
cepas C y CI cuentan con presencia de carbohidratos en el sobrenadante indicando que
esté gen se esta expresando y por ende permite la salida de sacarosa de la célula. En
contraste la cepa WT que es la cepa silvestre no present6 incremento en la presencia de
carbohidratos en el sobrenadante dado que esta cepa no cuenta con algun agente integrado
en su genoma que permita la salida de la sacarosa. Este comportamiento ya fue reportado
en el trabajo de Ducat (2018) utilizando S. elongatus para la produccién de sacarosa,

indicando que la cepa WT no produce sacarosa en el sobrenadante y la cepa modificada
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con el mismo gen (Mediante plasmido e IPTG como inductor) utilizado en este trabajo si
presenta la capacidad de secretar sacarosa. Se requiere secuenciar el genoma de
Synechocystis sp. que fue transformada en este trabajo para confirmar que el gen se

encuentra integrado en el mismo y no solo en presencia de plasmido.

30
- 28
- 26
- 24
- 22
- 20
- 18
- 16
- 14
- 12
- 10
-8
- 6
-4
-2
0.0 T T T T T T T T - 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

OD730

Tiempo (Dias)

Figura. 15: Curva de crecimiento para la produccion de sacarosa. Donde WT es la
cepa Wild type de Synechocystis sp. PCC3803, C es la cepa transformada y CI es
la cepa inducida desde el inicio de la incubacion, realizado por triplicado. Las
barras en cada punto indica la desviacion estandar de la muestra.

Para la cuantificacion de azlcares como se menciond anteriormente se empled el método
de Dubois para lo cual se realiz6 previamente una curva patrén (Figura. 16), dicha gréafica
muestra una tendencia y correlacién lineal entre las concentraciones. EI método menciona
realizar la medicion a una longitud de onda en 490 nm, sin embargo, realizando un barrido

espectral nos dimos cuenta de que el pico provocado por la sacarosa se encuentra en 484
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nm para el equipo Multiskan empleado, por tal motivo se decidid trabajar con esa longitud

de onda.
1.0
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Figura. 16: Curva de calibracion de concentracion de azucares totales realizada
usando distintas concentraciones de sacarosa (0, 50, 100, 150 y 200 mg/L).
Realizado por triplicado. Las barras en cada punto indica la desviacién estandar de
la muestra.
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5.4.1 Crecimiento de Corynebacterium glutamicum en medio

BG11 con sacarosa.

De los medios analizados (BG11 y mineral), Corynebacterium glutamicum solamente
presentd crecimiento en dos de ellos (Figura. 17), el medio mineral y el BG11 a una
concentracion tres veces mayor a la utilizada normalmente (BG11 3x). Esto indica que
fueron los Gnicos medios capaces de satisfacer los requerimientos nutricionales de este
microorganismo. A lo largo de la historia distintos autores han realizado
modificaciones del medio mineral tanto para realizar co-cultivos (Shyamkumar et al.,
2014) o monocultivos (Amin et al., 2007); sin embargo, se siguen basando en el
protocolo original (Kaneko et al., 1979) al mantener la relacion de las especies

quimicas involucradas, relacion que se satisface con el medio BG11 3x.
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—O— 2x
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—A— Medio Mineral
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000 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
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Figura. 17: Crecimiento de Corynebacterium glutamicum en distintos
medios con sacarosa a 1 g/L. Medio BG11 al 1x, 2x, 3x y medio
mineral descrito anteriormente. Realizado por triplicado. Las barras en
cada punto indica la desviacién estandar de la muestra.

Entre las principales diferencias de los medios analizados es la cantidad de iones
sulfato, magnesio, potasio y fosforo, las cuales se encuentran en mayor cantidad en el
medio mineral que en el medio BG11; sin embargo, al poder crecer Corynebacterium
glutamicum en el medio BG11 3x el cual contiene concentraciones extremadamente
bajas de estas estos iones, podemos argumentar que no es un factor limitante la
concentracion de éstos en el medio BG11 (Du et al., 2013) para el crecimiento del
microorganismo (Figura. 18). No obstante, en los medios de cultivo existen algunas
diferencias en la cantidad de iones hierro y manganeso (Figura. 19). En el caso del
ion hierro se tiene una mayor cantidad en todas las concentraciones del medio BG11;
sin embargo, no presenta crecimiento bacteriano. El manganeso parece ser la especie
quimica clave para el crecimiento de nuestra bacteria, ya que en medio mineral tiene
una concentracion de 0.0028 g/L el cual es mayor al presente en el medio BG11 1x y
2x (0.00079 y 0.0015 ¢/L), pero al utilizar la concentracion mayor (3x) la
concentracion llega a un valor de 0.0023 g/L de manganeso, el cual se vuelve
comparable con el que presenta el medio mineral. Al comparar estos resultados con
los reportados en la literatura, se mantiene la proporcion de magnesio con relacion a
los demas componentes atribuyéndolo a los requerimientos para estabilizar la
membrana celular, ribosomas y como cofactor en reacciones metabolicas (Kaneko et

al., 1979).
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Figura. 18: Comparativa de iones presentes en el medio mineral y
medio BG11.
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Figura. 19: Visualizacion detallada de los iones hierro (1) vy
manganeso. Resaltando la presencia de manganeso a una
concentracion similar en el medio BG11 3x.
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Conclusiones

En el presente trabajo se disefid y construyd una cianobacteria genéticamente modificada
capaz de secretar sacarosa bajo condiciones de estrés, que a diferencia de lo previamente
reportado es capaz de mantener esa capacidad en ausencia del antibi6tico, ya que la
modificacion genética puede encontrarse en el genoma de esta. Estos resultados permiten
continuar con la siguiente fase del proyecto con la perspectiva de disefiar y construir

sistemas de co-cultivo para la produccion de diversos metabolitos a nivel industrial.

Synechocystis recombinante tuvo la capacidad de secretar hasta 20 mg/L de azucares
totales sin alimentar aire al medio de cultivo y sin la necesidad de optimizacion de la

produccion, la cual es necesaria para garantizar la continuidad del proyecto.

Es necesario y recomendable adquirir un kit para cuantificacion selectiva de sacarosa o
bien realizar el analisis por HPLC a futuro, para tener herramientas analiticas de

cuantificacion mas selectivas y especificas.

Corynebacterium glutamicum present6 la capacidad de crecer en el medio de cultivo de
Synechocystis el medio BG11 a una concentracion de 3x utilizando sacarosa como fuente
de carbono. Se requieren analisis adicionales para verificar si este microorganismo es

capaz de aprovechar este medio para producir acido glutdmico

Por altimo, debido a las evidencias presentadas en dicho proyecto podemos concluir que
la construccion realizada fue exitosa de acuerdo con la caracterizacion molecular y el

incremento de azlcares totales en el medio de cultivo.
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Anexos

Soluciones

Soluciones para extraccion de DNA plasmidico (lisis alcalina)
Solucion 1 (200 mL)

5 mL de Tris HCI 1M (pH 8.0)

4 mL de EDTA 0.5M (pH 8.0)

Aforar con agua destilada a 200 mL

Solucion 11 (200mL)
4 mL de NaOH 10 N
2.0 g SDS

Aforar con agua destilada a 200 mL

Solucién 111 (200mL)
58.8 g de acetato de potasio
23.0 mL de &cido acético

Aforar con agua destilada a 200 mL

TAE buffer (1L a 10X)
48.4 g de Tris base
11.4 mL de acido acético glaciar

3.7 g de EDTA

Jugo azul 1X

3 mL Glicerol absoluto (Concentracién final, 30 %)
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25 mg Azul de Bromofenol (Concentracion final 0.25 %)
25 mg Xilencianol (Concentracion final 0.25 %)

H,O destilada hasta 10 mL

Secuencias

- Plasmido pEERM3 Km
AGGCTTCTCCTCCGGCATTGTGGCCACCCTCACCGCCAGTAAGGTCACCC

ATCGTAAAATTCGTTCCATCGCCGCCCACTGCAAAAATTCCCTCACCGAA
GCGGATTTTCTCAATAACGAAATTTTGATCCATCGCCAAACCACCGCTGA
TTGGAGCGCGGACTATGGCCAGGTATTGTATCGCCAGGATGGTCTAATCG
AAAAGGTTTACACCAGTAATATTGAACCTCTCCACGCTGAATTAGAACAT
TTTATTCATTGTGTTAGGGGAGGTGATCAACCCTCAGTGGGGGGAGAAA
GGCCCTCAAGGCCCTGAAGTTAGCCAGTTTAATTGAAGAAATGGCCCTG
GACAGTCAGGAATGGCATGGGGGGGAAGTTGTGACAGAATATCAAGATG
CCACCCTGGCCCTCAGTGCGAGTGTTTAAATCAACTTAATTAATGCAATT
ATTGCGAGTTCAAACTCGATAACTTTGTGAAATATTACTGTTGAATTAAT
CTCCACTGCACATCAAAATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTTTCC
ACCAGCAAAATTCGCATCGCCTCTGCCTTTTTTATAACGGTCTGATCTTA
GCGGGGGAAGGAGATTTTCACCTGAATTTCATACCCCCTTTGGCAGACTG
GGAAAATCTTGGACAAATTCCCAATTTAGTGGAGGTTCTAGAACTAGTA
GCGGCCGCTGCAGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAG
ACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTAGA
GTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATACTCGAGCT

GATCCTTCAACTCAGCAAAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCACGTTGTG
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TCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATG

AACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATG

AGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCCAGGCCGCGATTAAATTCCAA

CATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGC

AATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGA

GTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATG

AGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATC

AAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGAT

CCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGT

GAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGAT

TCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCA

GGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATG

ACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAA

GCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACT

TGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTG

GACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAA

CTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAAT

ATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTC

GATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAG

CATTACGCTGACTTGACGGGACTCGAGGGATCCCTCAGGGGCATTATCG

GAGCAAGCCGATATTCAGGTAAGATGGGGCGGTGCTTTTGTGGGTTGAT

CCATTAGCTTTAACCCCATTGTCTCCACTGACGGTAATAGTTTTCCCCACT

GCGATTAATTGTTTTGTTTGGAGGAGGGACTGCCCCACCGTCAGCCCGCC

GCCATAGTTTTGCATTTCCACTGCCATGGGCATCGAACTCCGTAGTTACG
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TTTACCTGGATAGTCTCCAGTCCCAACATGCAGCCTACATTGGGACGGTG
GCCTCCGGCTTTTTGCCGCTACCGGGGGATTGTTCCCTCTGGGTGGAAGT
TTCCCCAGGCATTGAAATTAACCGCATTACCGATATTGCTCTTAAGGCAG
CGGTGGTGCGGCCGGGGGTATTATTTGTGGAACGGCTCTACGGTTTGTTG
GAAATCCATGCCAGTAATCAGGGGGAAGTGCGGGCGGCAGGGCAAGCG
ATTTTGGCATATATCGGTGCCAAAGCCAGTGACTGCAAAAGAAGACCAT
ATACGTCTCCTATAGGTCTCGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACG
GCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGCGCGTCGTT
CCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGAT
CCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCT
ACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA
AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTG
TAGCCGTAGTTAGCCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATA
CCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGT
CGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA
GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGA
ACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCG
CCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAG
GGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAAC
GCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAG

TGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
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TGAGCGAGGAAGCGGAAGGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAAC

TAAGCAGAAGGCCCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTT

TCTGTGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCCTGGGCGGT

TCTGATAACGAGTAATCGTTAATCCGCAAATAACGTAAAAACCCGCTTCG

GCGGGTTTTTTTATGGGGGGAGTTTAGGGAAAGAGCATTTGTCAGAATAT

TTAAGGGCGCCTGTCACTTTGCTTGATATATGAGAATTATTTAACCTTAT

AAATGAGAAAAAAGCAACGCACTTTAAATAAGATACGTTGCTTTTTCGA

TTGATGAACACCTATAATTAAACTATTCATCTATTATTTATGATTTTTTGT

ATATACAATATTTCTAGTTTGTTAAAGAGAATTAAGAAAATAAATCTCGA

AAATAATAAAGGGAAAATCAGTTTTTGATATCAAAATTATACATGTCAA

CGATAATACAAAATATAATACAAACTATAAGATGTTATCAGTATTTATTA

TGCATTTAGAATACGTACTCAGCGTCTGGGTTCCCCATCGGTGATGTCGT

ATAAGAGACGTATAGGAGACCTATAGTGTCTTCGGGG
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- Gen cscB

ATGGCACTGAATATTCCATTCAGAAATGCGTACTATCGTTTTGCATCCAG

TTACTCATTTCTCTTTTTTATTTCCTGGTCGCTGTGGTGGTCGTTATACGCT

ATTTGGCTGAAAGGACATCTAGGGTTGACAGGGACGGAATTAGGTACAC

TTTATTCGGTCAACCAGTTTACCAGCATTCTATTTATGATGTTCTACGGCA

TCGTTCAGGATAAACTCGGTCTGAAGAAACCGCTCATCTGGTGTATGAGT

TTCATCCTGGTCTTGACCGGACCGTTTATGATTTACGTTTATGAACCGTTA

CTGCAAAGCAATTTTTCTGTAGGTCTAATTCTGGGGGCGCTATTTTTTGGC

TTGGGGTATCTGGCGGGATGCGGTTTGCTTGATAGCTTCACCGAAAAAAT

GGCGCGAAATTTTCATTTCGAATATGGAACAGCGCGCGCCTGGGGATCTT

TTGGCTATGCTATTGGCGCGTTCTTTGCCGGCATATTTTTTAGTATCAGTC

CCCATATCAACTTCTGGTTGGTCTCGCTATTTGGCGCTGTATTTATGATGA

TCAACATGCGTTTTAAAGATAAGGATCACCAGTGCGTAGCGGCAGATGC

GGGAGGGGTAAAAAAAGAGGATTTTATCGCAGTTTTCAAGGATCGAAAC

TTCTGGGTTTTCGTCATATTTATTGTGGGGACGTGGTCTTTCTATAACATT

TTTGATCAACAACTTTTTCCTGTCTTTTATTCAGGTTTATTCGAATCACAC

GATGTAGGAACGCGCCTGTATGGTTATCTCAACTCATTCCAGGTGGTACT

CGAAGCGCTGTGCATGGCGATTATTCCTTTCTTTGTGAATCGGGTAGGGC

CAAAAAATGCATTACTTATCGGAGTTGTGATTATGGCGTTGCGTATCCTT

TCCTGCGCGCTGTTCGTTAACCCCTGGATTATTTCATTAGTGAAGTTGTTA

CATGCCATTGAGGTTCCACTTTGTGTCATATCCGTCTTCAAATACAGCGT

GGCAAACTTTGATAAGCGCCTGTCGTCGACGATCTTTCTGATTGGTTTTC

AAATTGCCAGTTCGCTTGGGATTGTGCTGCTTTCAACGCCGACTGGGATA
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CTCTTTGACCACGCAGGCTACCAAACAGTTTTCTTCGCAATTTCGGGTAT
GTCTGCCTGATGTTGCTATTTGGCATTTTCTTCTTGAGTAAAAAACGCGA

GCAAATAGTTATGGAAACGCCTGTACCTTCAGCAATATAG

- Gen cscB optimizado

CTAGAATGGCGTTGAACATCCCATTTCGGAACGCGTACTATCGCTTCGCG
TCCTCCTATAGTTTCCTCTTTTTCATCAGCTGGTCCCTGTGGTGGTCCCTC
TACGCTATTTGGCTAAAGGGGCACTTGGGGTTGACGGGCACCGAGTTGG
GCACCCTATACAGCGTGAATCAATTTACCTCCATTCTCTTCATGATGTTCT
ATGGTATTGTCCAGGATAAACTGGGGCTAAAGAAGCCGCTCATCTGGTG
CATGTCCTTTATTCTAGTATTGACCGGACCGTTCATGATTTATGTATATGA
ACCCCTACTCCAGAGCAACTTCTCCGTGGGCCTGATCTTGGGGGCGCTAT
TCTTTGGGCTCGGTTATCTGGCCGGTTGCGGTCTACTGGATAGCTTCACT
GAGAAGATGGCACGCAACTTTCATTTTGAGTACGGGACGGCACGCGCAT
GGGGGTCCTTTGGATACGCAATTGGTGCCTTCTTTGCGGGAATCTTCTTTT
CCATTTCTCCCCATATTAACTTTTGGTTGGTTTCTCTCTTCGGAGCCGTAT
TTATGATGATCAACATGCGATTTAAAGATAAAGACCACCAATGCGTGGC

CGCGGACGCTGGAGGCGTTAAGAAAGAGGACTTTATCGCAGTGTTCAAA

GACCGCAATTTTTGGGTTTTCGTGATCTTCATCGTTGGTACGTGGAGTTTC

TACAATATTTTCGATCAACAACTATTCCCCGTCTTTTACAGCGGCTTATTT

GAGTCTCACGACGTTGGCACACGCCTATATGGTTATCTCAACAGCTTCCA
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GGTTGTACTGGAGGCGTTATGCATGGCCATTATTCCATTTTTTGTCAATCG
AGTCGGCCCAAAGAATGCTCTGTTAATTGGAGTGGTAATCATGGCACTGC
GAATTCTGAGCTGCGCTCTGTTTGTCAATCCGTGGATCATTAGTCTCGTA
AAGCTGCTCCATGCGATTGAGGTGCCTTTATGCGTCATTTCCGTGTTCAA
ATACTCTGTTGCTAATTTTGACAAACGCCTAAGTTCCACAATCTTTTTAAT
CGGCTTCCAAATTGCCTCCTCTCTGGGTATTGTACTCCTGAGTACACCAA
CTGGAATCCTGTTTGACCATGCAGGATATCAAACCGTGTTCTTTGCCATT
AGTGGAATTGTTTGTTTAATGCTGCTATTCGGCATCTTCTTCCTGAGTAAA
AAACGGGAGCAGATCGTTATGGAAACTCCGGTACCAAGCGCGATCTAGC

TGCA
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